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SOMMAIRE 
 
 
Le génome eucaryote est organisé sous forme de chromatine constituée de complexes 
ADN-protéines, nommés nucléosomes. Un nucléosome canonique individuel est formé 
d'un octamère d'histones, composé de deux dimères H2A-H2B et d'un tétramère (H3-
H4)2, enveloppé par 146 paires de bases d'ADN. Cette structure complexe de la 
chromatine est reconnue comme pouvant être un obstacle aux processus impliquant 
l'ADN, incluant la transcription des gènes. Par conséquent, les nucléosomes doivent être 
remodelés dans certaines régions géniques afin de rendre l'ADN accessible et de 
permettre l'induction de la transcription. Les nucléosomes sont sujets à plusieurs 
modifications qui peuvent faciliter ou inhiber le processus de transcription. Plusieurs 
mécanismes fondamentaux peuvent altérer la structure de la chromatine incluant le 
remodelage de la chromatine de manière ATP-dépendante, les modifications post-
traductionnelles des histones et le remplacement des histones canoniques par des variants 
d'histones.  
 
 
H2A.Z, un variant de l'histone canonique H2A, est conservé chez divers organismes 
eucaryotes, de la levure aux mammifères, et son incorporation dans la chromatine permet 
de créer des domaines de chromatine spécialisés. Des analyses de la localisation de 
H2A.Z à l'échelle du génome ont démontré que H2A.Z se trouve préférentiellement dans 
les régions promotrices et régulatrices des gènes. De plus, il a été démontré que H2A.Z a 
une importance dans la régulation positive et négative de la transcription des gènes. 
H2A.Z est trouvé dans les promoteurs de gènes inactifs ou très peu transcrits et on pense 
que les nucléosomes contenant H2A.Z forment une structure de la chromatine spéciale 
qui prépare les nucléosomes à être désassemblés suite à l'activation de la transcription de 
ces gènes. La liaison de H2A.Z aux promoteurs et dans les régions transcrites est perdue 
graduellement suite à l'induction de la transcription. 
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La divergence principale entre les protéines de H2A.Z et H2A réside dans leurs régions 
C-terminales contenant le domaine d'amarrage, qui ne présente que 40% d'identité de 
séquence entre H2A.Z et H2A. Dans le nucléosome, le domaine d'amarrage de H2A.Z 
contacte le tétramère H3-H4 et possède une extension de résidus acidiques de l'hélice αC 
continuant sur l'histone H2B et qui forment une surface d'interaction. On pense que le 
domaine d'amarrage de H2A.Z pourrait représenter une plateforme de liaison à des 
partenaires d'interaction afin de moduler les activités de remodelage de la chromatine. Le 
complexe SWR1 catalyse l'échange d'un dimère H2A-H2B pour un dimère H2A.Z-H2B 
dans un nucléosome. Lorsque la région C-terminale de H2A.Z est tronquée, il est possible 
d'observer une perte de l'association entre le complexe SWR1 et H2A.Z ainsi qu'une 
diminution de l'incorporation de H2A.Z dans la chromatine. De plus, lorsque la région C-
terminale de H2A.Z est remplacée par la région correspondante de H2A, l'activation de la 
transcription des gènes modèles GAL1 et GAL10 chez la levure est compromise. De 
manière intéressante, l'ajout d'une région acidique d'activation de la transcription à la 
protéine de fusion ZA permet de rétablir le niveau d'expression des gènes GAL, suggérant 
que la région C-terminale de H2A.Z possède une fonction de régulation de la 
transcription.  
 
 
Dans le but d'étudier le rôle fonctionnel de la région C-terminale du variant d'histone 
H2A.Z dans sa localisation génomique et dans le contrôle de la transcription génique, 
nous avons utilisé des protéines de fusion dérivées de H2A.Z exprimées dans l'organisme 
modèle Saccharomyces cerevisiae. La protéine de fusion ZA contient la région N-
terminale et le domaine central de H2A.Z, fusionnés avec la région C-terminale de H2A. 
Une région acidique d'activation de la transcription provenant de l'activateur Gal4 a été 
fusionnée en C-terminal de la protéine ZA afin de créer la protéine de fusion ZA-rII'. Les 
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résultats suggèrent que la région d'activation rII' permet de mimer des interactions 
semblables à celles avec la région C-terminale de H2A.Z dans le nucléosome. 
 
 
En comparant les distributions de H2A.Z et des protéines de fusion à l'échelle du génome, 
nous démontrons que la localisation de H2A.Z au niveau des promoteurs, ainsi qu'à 
d'autres régions précises des chromosomes et d'autres éléments transcrits, est dépendante 
de sa région C-terminale. La modification de la région C-terminale cause une baisse du 
niveau d'incorporation de H2A.Z dans la chromatine au niveau des promoteurs à l'échelle 
génomique, mais ne semble pas procurer une nouvelle localisation à la protéine. Nous 
démontrons également que la perte de la version modifiée de H2A.Z de la chromatine est 
indépendante de sa liaison au complexe SWR1. Nous avons identifié 2240 gènes 
présentant un enrichissement de H2A.Z au niveau du promoteur et les avons nommés « 
gènes associés à H2A.Z », 1128 gènes sont associés à ZA-rII' et 370 gènes sont associés à 
ZA. Nous avons observé que les gènes associés à H2A.Z sont impliqués dans plusieurs 
processus biologiques tels l'organisation du cytosquelette, la transcription des promoteurs 
reconnus par l'ARN polymérase II, le cycle cellulaire,  la réparation de l'ADN, la 
ségrégation des chromosomes et l'épissage de l'ARN. Des rôles pour H2A.Z ont déjà été 
reportés pour quelques-uns de ces processus biologiques, mais sa fonction et son 
mécanisme ne sont pas bien compris. Alors que quelques processus sont conservés pour 
les gènes associés à ZA-rII', par exemple la transcription des promoteurs reconnus par 
l'ARN polymérase II, l'organisation de la chromatine, la biogenèse des complexes 
protéiques et le silençage de la chromatine, la plupart des processus sont perdus pour les 
gènes associés à ZA. Ainsi, nous émettons l'hypothèse que les gènes associés à H2A.Z 
codant des protéines impliquées dans ces processus sont potentiellement des gènes 
régulés de manière transcriptionnelle par la région C-terminale de H2A.Z. De manière 
intéressante, nous démontrons que l'expression des gènes impliqués dans les processus 
enrichis pour les gènes associés à H2A.Z est dérégulée lorsque la région C-terminale de 
H2A.Z est modifiée. L'expression des protéines ZA et ZA-rII' cause une expression 
augmentée ou une réduction de l'expression des gènes par rapport à H2A.Z, ce qui n'est 
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pas surprenant compte tenu du fait que H2A.Z est impliqué dans la régulation positive et 
négative de l'expression génique. De plus, nous observons qu'environ le quart des gènes 
essentiels chez la levure sont des gènes associés à H2A.Z et que la modification de la 
région C-terminale de H2A.Z affecte également leur expression. 
 
 
Bien que le mécanisme d'action de H2A.Z dans le contrôle de la transcription ne soit pas 
tout à fait établi, cette étude permet de faire un rapprochement entre la localisation 
spécifique de H2A.Z aux promoteurs et son implication dans la régulation de la 
transcription. Plusieurs études ont démontré qu'une dérégulation de H2A.Z pouvait être 
impliquée dans le développement de certains cancers. Par exemple, une surexpression ou 
une expression réduite du variant d'histone H2A.Z peuvent mener à un cancer du sein ou 
du côlon. Dans cette étude, nous démontrons que la modification de la région C-terminale 
de H2A.Z entraîne des changements d'expression génique pouvant affecter plusieurs 
processus biologiques, tels que la réparation de l'ADN, la progression et régulation du 
cycle cellulaire et la mitose, souvent débalancés dans la carcinogenèse. Pour la première 
fois, nos résultats mettent en évidence un potentiel rôle transcriptionnel global pour la 
région C-terminale de H2A.Z. 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
 
Le génome eucaryote est organisé sous forme de chromatine dont l'unité de base est le 
nucléosome. Ces complexes composés d'ADN et d'histones permettent la compaction du 
génome dans le noyau d'une cellule. La structure complexe de la chromatine représente 
une barrière aux processus impliquant l'ADN tels que la transcription génique, la 
réplication et la réparation de l'ADN. Ainsi, la cellule possède plusieurs mécanismes 
pouvant altérer la structure de la chromatine et rendre l'ADN accessible à certaines 
machineries nucléaires. Par exemple, les modifications post-traductionnelles des histones 
permettent d'altérer les propriétés et les partenaires d'interaction des nucléosomes. 
Également, le remodelage de la chromatine de manière ATP-dépendante permet de 
glisser des nucléosomes le long de l'ADN, de transférer des nucléosomes, d'évincer des 
nucléosomes de la chromatine ou d'incorporer des variants d'histones. Plus 
particulièrement, le remplacement des histones canoniques par des variants d'histones 
permet de créer des domaines de chromatine spécialisés pouvant être permissif aux 
processus impliquant l'ADN. Entres autres, l'incorporation de H2A.Z, un variant de 
l'histone canonique H2A, au niveau des régions promotrices créerait un domaine 
chromatinien spécialisé qui maintiendrait la chromatine dans un état permissif et 
permettrait  de réguler la transcription génique. 
 
 
Les sections qui suivent introduisent la transcription génique chez les eucaryotes, la 
composition et l'organisation de la chromatine ainsi que les mécanismes pouvant altérer 
sa structure. La biologie du variant d'histone H2A.Z, son mécanisme d'incorporation dans 
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la chromatine, sa localisation génomique ainsi que son rôle dans la régulation de la 
transcription génique sont également décrits.  
 
 
1.1 La transcription chez les eucaryotes 
 
 
Le génome contient l'ensemble du matériel génétique d'une espèce codé dans son acide 
désoxyribonucléique (ADN) et organisé sous forme de chromatine. Le génome est 
composé de séquences codantes, transcrites en ARN messager (ARNm) et traduites en 
protéines, et des séquences non codantes, qui ne sont pas transcrites ou transcrites en 
acide ribonucléique (ARN), mais non traduites. Le gène est l'unité de base d'hérédité qui 
détermine un trait précis de l'organisme et est représenté par une séquence d'ADN 
responsable de la synthèse d'un ARN donné. La transcription est un mécanisme 
moléculaire qui permet d'exprimer les gènes en les copiant sous forme d'ARN. Les ARN 
messagers sont ensuite reconnus par la machinerie de traduction afin d'assembler les 
acides aminés en protéines selon le code génétique. La transcription chez les eucaryotes 
diffère en plusieurs aspects de la transcription chez les procaryotes. Entre autres, la 
transcription se déroule dans le noyau chez les eucaryotes et à cause de la structure 
complexe de la chromatine, l'ADN doit être décompacté afin de rendre les régions 
promotrices et régulatrices accessibles à la machinerie de transcription. La transcription 
implique plusieurs protéines essentielles et nécessite la contribution de facteurs de 
transcription chez les eucaryotes. Le processus de transcription est soumis à plusieurs 
niveaux de régulation afin de permettre une modulation de l'expression génique et 
permettre à la cellule de s'adapter rapidement à son environnement. 
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Chez les eucaryotes, la transcription est catalysée par des enzymes clés nommées ARN 
polymérases et il en existe trois types nucléaires, soient l'ARN polymérase I, II et III. 
L'ARN polymérase I est composée de 14 sous-unités dont 12 sont identiques ou 
similaires aux sous-unités des ARN polymérases II et III. Les deux autres sous-unités de 
l'ARN pol I sont semblables à des facteurs d'initiation associés à l'ARN pol II. L'ARN pol 
I est située dans le nucléole et transcrit uniquement et presque tous les ARN ribosomaux, 
c'est-à-dire les ARNr 28S, 5.8S et 18S. Contrairement aux autres ARNr, l'ARNr 5S est 
transcrit par l'ARN pol III qui est également responsable de la transcription des ARN de 
transfert (ARNt) et d'autres petits ARN. Les gènes transcrits par l'ARN pol III constituent 
des gènes domestiques ou « housekeeping genes » dont l'expression est requise par tous 
les types cellulaires et dans plusieurs conditions environnementales. Finalement, l'ARN 
pol II est responsable de la transcription de tous les gènes permettant la synthèse d'ARNm 
codant des protéines ainsi que certains petits ARN nucléaires (ARNsn). L'ARN pol II est 
composée de 12 sous-unités et requiert une association avec des facteurs de transcription 
afin de lier l'ADN au niveau des promoteurs et initier la transcription.   
 
 
1.1.1 Architecture des promoteurs eucaryotes 
 
 
Les promoteurs sont des séquences d'ADN situé à proximité des gènes, normalement en 
amont du site d'initiation de la transcription, où se fixe initialement l'ARN polymérase 
afin de démarrer la transcription de l'ADN en ARN. La plupart des promoteurs 
eucaryotes de classe II possèdent des éléments du coeur du promoteur et des éléments 
régulateurs (Struhl, 1995).  
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Le coeur du promoteur représente une région d'ADN mesurant environ 100 pb où le 
complexe de préinitiation de la transcription (PIC) s'assemble. Le coeur du promoteur 
inclut le site d'initiation de la transcription, la boîte TATA se trouvant en amont du site 
d'initiation et les séquences initiatrices (Inr) qui chevauchent le site d'initiation. Les 
promoteurs peuvent comporter une boîte TATA, une séquence Inr ou les deux (Novina et 
Roy, 1996). Chez les eucaryotes supérieurs, la séquence TATA est localisée de 25 à 30 
pb en amont du site d'initiation de la transcription et représente le site de liaison à la 
protéine TBP (« TATA-binding protein »). Chez Saccharomyces cerevisiae, la boîte 
TATA est située de 40 à 120 pb en amont du site d'initiation de la transcription (Struhl, 
1995). Des analyses par mutagenèse chez cet organisme ont défini que la séquence 
consensus de la boîte TATA est TATAAA (Chen et al., 1988; Singer et al., 1990 et 
Wobbe et Struhl, 1990). Par contre, la protéine TBP peut lier une large gamme de 
séquences, rendant difficile l'identification de sites de liaison à TBP à partir d'une 
séquence d'ADN seule (Cormack et Struhl, 1992; Hahn et al., 1989; Li et Sherman, 1991; 
Singer et al., 1990 et Wobbe et Struhl, 1990). Certains gènes possèdent une séquence 
d'initiation (Inr) qui chevauche le site d'initiation de la transcription (Smale et Baltimore, 
1989 et Smale et al., 1998) et qui est liée par des facteurs de régulation qui peuvent 
faciliter le recrutement de la machinerie de transcription (Aso et al., 1994; Carcamo et 
al., 1991; Kaufmann et Smale, 1994; Roy et al., 1997; Roy et al., 1993; Usheva et Shenk, 
1994 et Verrijzer et Tjian, 1996). Le coeur du promoteur est suffisant pour l'initiation de 
la transcription par la machinerie de transcription basale, mais pas pour activer la 
transcription des gènes dont l'expression est inductible (Hampsey, 1998).  
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Les éléments régulateurs de la transcription sont des séquences spécifiques situées en 
amont du coeur du promoteur et qui contrôlent la fréquence de l'initiation de la 
transcription. Ces éléments incluent les séquences activatrices en amont (UAS) et les 
séquences répressives en amont (URS) qui servent de sites de liaison pour les activateurs 
et les répresseurs de la transcription respectivement. Les séquences UAS sont analogues 
aux amplificateurs chez les métazoaires. Par contre, les éléments UAS ne fonctionnent 
que si elles sont situées en amont de la boîte TATA (Guarente et Hoar, 1984 et Struhl, 
1984). Une fois liés aux séquences UAS, les activateurs de la transcription facilitent 
l'assemblage du PIC en contactant directement les facteurs généraux de la transcription 
(FGTs) ou indirectement en contactant des coactivateurs de la transcription. Les 
séquences URS sont des sites de liaisons spécifiques pour les répresseurs qui affectent de 
manière négative la transcription de différentes manières, par exemple en empêchant la 
liaison des séquences UAS par les activateurs ou en contactant directement la machinerie 
de transcription (Johnson, 1995).  
 
 
1.1.2 L'ARN polymérase II 
 
 
Chez S. cerevisiae, l'ARN polymérase II est formée par 12 sous-unités encodées par les 
gènes RPB1 à RPB12 (Figure 1.1) (Woychik et Young, 1994). Six des sous-unités de 
l'ARN polymérase II de l'humain peuvent être remplacées fonctionnellement par leurs 
homologues chez la levure (McKune et al., 1995), démontrant que la structure de l'ARN 
polymérase II est grandement conservée parmi les organismes eucaryotes. Les deux sous-
unités les plus larges et formant le noyau catalytique l'ARN polymérase sont Rpb1 (~200 
kDa) et Rpb2 (~150 kDa) et sont les sous-unités les plus conservées (Zhang et al., 1999). 
De plus, les sous-unités Rpb1 et Rpb2 sont homologues aux sous-unités β' et β de l'ARN 
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polymérase bactérienne (Figure 1.1) (Woychik et Young, 1994). Les sous-unités Rpb1, 
Rpb2, Rpb3 et Rpb11 de l'ARN polymérase II ont des homologues chez l'ARN 
polymérase I et III. Par ailleurs, 5 sous-unités (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 et Rpb12) sont 
partagées par les trois ARN polymérases. Dix sous-unités de l'ARN polymérase II chez la 
levure sont essentielles à la viabilité, seulement deux sous-unités, Rpb4 et Rpb9 sont 
dispensables. Des analyses fonctionnelles de ces sous-unités par mutagenèse ont révélé 
les rôles qui leur sont associés. Par exemple, les sous-unités assurent la précision de 
l'initiation de la transcription en définissant la sélection du site d'initiation de la 
transcription (Arndt et al., 1989; Berroteran et al., 1994; Furter-Graves et al., 1990; 
Gadbois et al., 1997; Hekmatpanah et Young, 1991; Hull et al. 1995 et Sun et al., 1996). 
Également, les sous-unités de l'ARN polymérase II sont importantes pour l'élongation de 
la transcription (Archambault et al., 1992 et Powell et Reines, 1996).  
 
 
La plus grande sous-unité de l'ARN polymérase II, Rpb1, possède un domaine carboxy-
terminal (CTD) composé de nombreuses répétitions (26-27 chez S. cerevisiae et 52 chez 
l'humain) d'un motif conservé de sept acides aminés (YSPTSPS) dont cinq peuvent être 
phosphorylés. Le CTD de l'ARN polymérase est essentiel à la viabilité des cellules et est 
hautement conservé parmi les organismes eucaryotes (Hampsey, 1998). Il existe deux 
formes de l'ARN polymérase II selon l'état de phosphorylation du CTD in vivo. La forme 
de l'ARN polymérase dont le CTD est non phosphorylé est nommée IIA et seul le CTD 
déphosphorylé permet l'assemblage de l'ARN polymérase II et des facteurs généraux de 
transcription sur les promoteurs. La forme hautement phosphorylée du CTD est nommée 
IIO et est trouvée dans le complexe d'élongation (Dahmus, 1996). Différentes kinases 
peuvent catalyser la phosphorylation du CTD, par exemple l'activité kinase de TFIIH 
(Feaver et al., 1991; Lu et al., 1992 et Serizawa et al., 1992), les kinases Cdc2 (Cisek et 
Corden, 1989), Ctk1 (Lee et Greenleaf, 1991), Srb10-Srb11 (Liao et al., 1995) et P-TEFb 
(Marshall et al., 1996). Fcp1 est une phosphatase responsable de la déphosphorylation du 
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CTD (Chambers et Dahmus, 1994) et son activité phosphatase est régulée de manière 
positive par TFIIF et de manière négative par TFIIB (Chambers et al., 1995). Le CTD est 
impliqué dans le recrutement de facteurs et d'enzymes nécessaires pour la coiffe des 
ARNm, la polyadénylation en 3' ainsi que l'épissage (Cho et al., 1997; McCracken et al., 
1997a; McCracken et al., 1997b; Yue et al., 1997; Yurvey et al., 1996 et Steinmetz, 
1997).  
 
 
 
Figure 1.1 Les sous-unités et l'assemblage de l'ARN polymérase II. (a) Structure de 
l'ARN polymérase II déterminée par diffraction aux rayons X. (b) Représentation 
schématique des sous-unités des ARN polymérases eucaryotes. Les sous-unités partagées 
ou homologues aux trois ARN polymérase eucaryotes sont montrés dans la même 
couleur. (c) Assemblage de l'ARN polymérase bactérienne. L'assemblage débute par la 
formation d'un dimère αα, qui devient un intermédiaire ααβ et est complétée par l'ajout 
des sous-unités homologues à β' et ω. (d) Les étapes d'assemblage de la particule de coeur 
de la Pol II (Figure tirée et adaptée de Wild et Cramer, 2012).  
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1.1.3 Le complexe de préinitiation de la transcription 
 
 
Les facteurs généraux de transcription (FGT) requis pour la liaison du promoteur par 
l'ARN polymérase II in vitro sont TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH 
(Conaway et Conaway, 1997; Hampsey, 1998; Orphanides et al., 1996; Reinberg et al., 
1998 et Roeder, 1998). Des essais de fractionnements d'extraits cellulaires totaux chez la 
levure ont permis d'identifier cinq facteurs qui sont requis pour la transcription par l'ARN 
polymérase II (Sayre et al., 1992) et qui sont comparables en structure et en fonctions aux 
FGT des mammifères. Ces facteurs ont initialement été nommés d, e, g, a et b, puis ont 
été renommés selon la nomenclature des mammifères, soient TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE 
et TFIIH respectivement. Les principales caractéristiques et fonctions de quelques FGT 
sont décrites ci-après.  
 
 
Le complexe TFIID est composé de la protéine TBP ainsi que des TAFs (facteurs 
associés à TBP). La protéine TBP lie l'élément TATA au niveau du promoteur, initie 
l'assemblage du PIC et recrute TFIIB (Eisenmann et al., 1989 et Hahn et al., 1989). 
TFIIB est composé d'une seule sous-unité de 38 kDa chez la levure et chez l'humain 
(Pinto et al., 1992). Cette protéine permet de stabiliser l'interaction entre la protéine TBP 
et la boîte TATA (Goodrich et al., 1993) et interagit directement avec l'ARN polymérase 
II et TFIIF (Buratowski et al., 1989; Ha et al., 1993 et Fang et Burton, 1996). Il a été 
démontré que TFIIB est nécessaire pour la sélection précise du site d'initiation de la 
transcription par l'ARN polymérase II (Pinto et al., 1992 et Berroteran et al., 1994). 
TFIIF est composé de trois sous-unités, RAP74, RAP30 et TFG3, la dernière étant 
partagée entre TFIIF, TFIID et le complexe SWI/SNF et étant non-essentielle pour la 
viabilité de S. cerevisiae (Burton et al., 1988; Henry et al., 1994 et Cairns et al., 1996). 
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TFIIF joue un rôle dans la sélection du site d'initiation de la transcription (Sun et 
Hampsey, 1995) ainsi que dans la suppression des liaisons non spécifiques de l'ARN 
polymérase II sur l'ADN et dans la stabilisation du PIC (Flores et al., 1988; Conaway et 
Conaway, 1993 et Greenblatt, 1991). Finalement, TFIIF stimule l'élongation en 
supprimant les pauses durant la transcription (Bengal et al., 1991; Bradsher et al., 1993; 
Flores et al., 1989; Izban et Luse, 1992; Price et al., 1989 et Tan et al., 1994). TFIIE est 
composé de deux sous-unités, TFA1 et TFA2, chez l'humain et la levure (Lee et Young, 
2000) et interagit avec l'ARN polymérase II non phosphorylée, TFIIF, TFIIH et plusieurs 
activateurs de transcription (Flores et al., 1989; Maxon et Tjian, 1994; Sauer et al., 1995 
et Zhu et Kuziora, 1996). TFIIE recrute TFIIH au PIC et stimule l'activité CTD kinase et 
ATPase de TFIIH (Lu et al., 1992; Ohkuma et al., 1995 et Ohkuma et Roeder, 1994). On 
pense que TFIIE joue également des rôles dans l'ouverture ou le maintien de l'ouverture 
de la bulle de transcription (Kuldell et Butarowski, 1997). TFIIH possède des activités 
enzymatiques, incluant une ATPase dépendante de l'ADN (Conaway et Conaway, 1989 
et Roy et al., 1994), une hélicase dépendante de l'ATP (Schaeffer et al., 1993 et Serizawa 
et al., 1993) et une activité kinase sur le CTD de Rpb1 (Feaver et al., 1991; Lu et al., 
1992 et Serizawa et al., 1992). TFIIH joue plusieurs rôles dans la transcription génique, 
agissant dans les étapes avant, pendant et immédiatement après l'initiation de la 
transcription (Dvir et al., 1997). En effet, l'hélicase de TFIIH est nécessaire pour 
l'ouverture de la bulle de transcription par l'ARN polymérase II (Guzman et Lis, 1999 et 
Wang et al., 1992). De plus, TFIIH régule la transition entre l'initiation de la transcription 
et l'élongation par son activité kinase sur le CTD de Rpb1 (Feaver et al., 1991; Lu et al., 
1992 et Serizawa et al., 1992). En plus de son rôle dans la transcription génique, TFIIH 
est important dans la réparation de l'ADN par le mécanisme NER (réparation par excision 
de nucléotides) (Drapkin et al., 1994; Wang et al., 1994 et Wang et al., 1995) en 
interagissant avec certaines composantes du NER (Humbert et al., 1994; Schaeffer et al., 
1994 et van Vuuren et al., 1994).   
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In vitro, l'ARN polymérase II et les FGT s'assemblent dans un ordre précis (Van Dyke et 
al., 1988; Buratowski et al., 1989 et Maldonado et al., 1990) suggérant que le PIC 
s'assemble de manière séquentielle. Par contre, il a été démontré que plusieurs FGT et des 
protéines Srb peuvent s'associer à l'ARN polymérase II en absence d'ADN, suggérant 
l'existence d'un complexe holoenzyme de l'ARN polymérase II (Conaway et Conaway, 
1993). Chez la levure, l'holoenzyme de l'ARN polymérase II est un complexe de l'ARN 
polymérase II, certains FGT et le complexe Srb-Médiateur (Kim et al., 1994 et Koleske et 
Young, 1994). L'holoenzyme ARN polymérase II purifiée peut initier la transcription et 
médier la réponse aux activateurs lorsque supplémentée par des facteurs généraux de 
transcription additionnels, telle que TBP (Koleske et Young, 1994). Dû aux différences 
dans les méthodes de purification de l'holoenzyme, plusieurs groupes ont purifié 
différentes formes d'holoenzymes (Bjorklund et Kim, 1996; Lee et al., 1997 et Li et al., 
1995) contenant différents FGT, des coactivateurs ou des complexes de remodelage, tel 
que Swi/Snf. L'holoenzyme ARN polymérase II a également été identifiée dans les 
cellules de mammifères (Ossipow et al., 1995; Chao et al., 1996 et Maldonado et al., 
1996) et son coeur est composé de l'ARN polymérase II, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et 
TFIIH. Plusieurs variantes ont été identifiées, incluant entre autres des protéines 
homologues aux protéines Srb chez la levure, des protéines impliquées dans la réparation 
de l'ADN, des facteurs d'épissage et de polyadénylation ainsi que BRCA1, un suppresseur 
de tumeur (Chao et al., 1996; Maldonado et al., 1996; McCracken et al., 1997a; 
McCracken et al., 1997b et Scully et al., 1997).  
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1.2 La chromatine 
 
 
La chromatine est une structure composée d'ADN, de nucléosomes et de protéines non-
histones, telles les protéines HMG, servant à compacter le génome eucaryote et le 
confiner dans les limites du noyau. Le modèle historique de compaction de l'ADN 
propose trois niveaux dont le niveau le plus simple est représenté par l'enroulement de 
l'ADN autour des nucléosomes pour former une fibre d'environ 11 nm et est appelé « le 
collier de perles » (Figure 1.2). Ensuite, l'histone H1 s'associe à l'ADN 
internucléosomique afin de permettre aux nucléosomes de s'organiser en une fibre de 30 
nm en forme de solénoïde. Finalement, le troisième niveau de compaction est formé par 
l'association de la fibre de chromatine de 30 nm avec des protéines non histones qui vont 
lui servir d'échafaudage afin de créer des boucles de chromatine (Woodcock et Dimitrov, 
2001). Par contre, une équipe a récemment remis en doute l'existence de la fibre de 30 nm 
puisque celle-ci n'est pas visible dans les noyaux par cryotomographie électronique chez 
S. cerevisiae (Chen et al., 2016). De plus, la chromatine ne semble pas former de 
structure compacte en interphase ou en mitose. En se basant sur cette étude et d'autres 
articles récents, il est plutôt proposé que la fibre de 11 nm se rattache à un échafaudage 
nucléaire afin de former des boucles et créer une structure condensée.     
 
 
Les niveaux de compaction du génome influencent grandement le déroulement de 
certains processus impliquant l'ADN, tels que la transcription, la réplication et la 
réparation de l'ADN. La cellule possède plusieurs mécanismes capables d'altérer la 
structure de la chromatine de manière localisée ou globale afin de rendre l'ADN plus ou 
moins accessible aux machineries nucléaires.  
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Figure 1.2 Représentation schématique des niveaux de compaction de l'ADN. La 
répétition des nucléosomes de manière périodique sur l'ADN représente le premier niveau 
de structure chromatinienne. L'empilement des nucléosomes par les histones de liaison 
H1 forme une structure de la chromatine en forme de solénoïde et représente le deuxième 
niveau de compaction. Finalement, les interactions entre les structures secondaires 
forment des boucles de chromatine qui représentent le troisième niveau de compaction. 
 
 
1.2.1 Les histones et le nucléosome 
 
 
Le génome eucaryote est organisé sous forme de chromatine dont l'unité de base est le 
nucléosome. Chez les métazoaires, les nucléosomes sont trouvés à la grandeur du génome 
de manière périodique, soit à toutes les 200 ± 40 pb (Luger et al., 1997) et à environ 
toutes les 165 pb chez S. cerevisiae (Bash et Lohr, 2001). De manière simplifiée, le 
nucléosome est composé d'une particule de coeur et d'une région de liaison (région 
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internucléosomale) qui relie les particules de coeur adjacentes. La structure de la particule 
de coeur est très conservée à travers les espèces et est composée de 146 pb d'ADN 
enroulé autour d'un octamère d'histones. Il existe quatre histones canoniques, soient H2A, 
H2B, H3 et H4, qui sont de petites protéines chargées positivement et ayant un poids 
moléculaire entre 11 et 16 kDa. La longueur de la région de liaison varie selon les 
espèces et le type cellulaire. Il existe des histones de liaison, telles que l'histone H1, qui 
sont peu conservées à travers les espèces et qui lient les régions internucléosomales. Les 
histones de liaison jouent un rôle dans l'espacement des nucléosomes et dans la 
compaction de l'ADN (Kornberg et Lorch, 1999 et Zlatanova et al., 1999).  
 
 
Une étude par diffraction aux rayons X sur le coeur du nucléosome avec une résolution 
de 2.8 Å chez Xenopus laevis a permis de déterminer la structure complexe du coeur du 
nucléosome (Figure 1.3) (Luger et al., 1997). Celui-ci est formé par deux copies de 
chacune des histones canoniques organisées sous la forme de deux dimères H2A-H2B et 
d'un tétramère (H3-H4)2. L'assemblage de manière stable du nucléosome dépend de 
l'hétérodimérisation des histones H3-H4 et de la dimérisation subséquente de deux 
molécules H3 afin de former le tétramère (H3-H4)2 (Eickbush et Moudrianakis, 1978). Le 
tétramère (H3-H4)2 peut former un complexe stable avec une molécule d'ADN de 120 pb 
ou plus (Hayes et al., 1991). Les histones H2A et H2B forment également un 
hétérodimère stable, mais ne s'autoassemblent pas en tétramère (Arents et al., 1991). 
L'interaction entre les histones H4 du tétramère et les histones H2B des deux dimères 
permet la formation de l'octamère. L'octamère d'histone interagit avec l'ADN par des 
ponts hydrogène entre les groupements amides des histones et le groupement phosphate 
de l'ADN et des interactions hydrophobes avec le désoxyribose. Chaque hétérodimère 
H2A-H2B contacte approximativement 3 tours d'hélice d'ADN (environ 30 pb), tandis 
que le tétramère (H3-H4)2 contacte 90 pb d'ADN (Luger et al., 1997).  
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Figure 1.3 Organisation de la particule de coeur du nucléosome. La particule de coeur 
du nucléosome: un segment d'ADN de  146 paires de base enroulé autour de huit histones 
canoniques (jaune: H2A, rouge: H2B, bleu: H3 et vert: H4). Les points de vue sont du bas 
selon l'axe de la superhélice d'ADN pour la particule de gauche et perpendiculaire pour la 
particule de droite.  
 
 
Chacune des histones du coeur possède une portion centrale structurée, appelée le 
« histone fold ». Ce motif conservé consiste en deux courtes hélices alpha de 11 acides 
aminés et d'une longue hélice centrale de 27 résidus séparées par des boucles et des 
feuillets β (Arents et Moudrianakis, 1995). Ce motif permet le repliement adéquat des 
histones ainsi que les interactions histones-histones qui mènent à la dimérisation des 
histones selon une configuration en poignée de main ou « handshake motif » (Luger et 
al., 1997). Le motif « histone fold » permet également les interactions ADN-histones et 
des comparaisons par homologie ont identifié plusieurs protéines possédant un motif 
ressemblant au motif « histone fold », incluant les facteurs associés à TBP (TAFs) qui 
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sont des sous-unités du facteur général d'initiation de la transcription TFIID (Baxevanis et 
al., 1995). Le motif « histone fold » trouvé dans les TAFs participe également à la 
dimérisation de sous-unités (Xie et al., 1996; Hoffmann et al., 1996 et Nakatani et al., 
1996) et des hétérodimères entre des TAFs et des histones ont été obtenus in vitro 
(Hoffmann et al., 1996).  
 
 
Les extrémités des histones, aussi appelées queues N- ou C-terminales, constituent des 
domaines protéiques fonctionnels distincts qui s'étendent à partir du coeur du 
nucléosome. Les extrémités des histones sont dites flexibles puisqu'elles ne sont pas 
structurées et ne font pas partie du motif central « histone fold ». De plus, les extrémités 
des histones ne sont pas requises pour l'assemblage ou la stabilité des nucléosomes in 
vitro (Ausio et al., 1989). Les queues des histones sont fortement chargées positivement 
puisqu'elles contiennent plusieurs arginines et lysines et sont la cible de plusieurs 
modifications post-traductionnelles réversibles, telles que l'acétylation, la méthylation, la 
phosphorylation et l'ubiquitination. Les modifications sur les extrémités des histones 
peuvent altérer la charge, la conformation ou les interactions des histones avec l'ADN ou 
d'autres protéines.  
 
 
1.2.1.1 Les variants d'histone 
 
 
Trois des quatre histones canoniques, soient H2A, H2B et H3, se sont diversifiées au 
cours de l'évolution en un éventail de variants d'histones (Tableau 1.1). Ces variants 
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possèdent des propriétés distinctes des histones canoniques ce qui permet une 
diversification des états chromatiniens. En effet, le remplacement des histones 
canoniques par des variants d'histones peut affecter la stabilité du nucléosome et créer des 
domaines chromatiniens avec une fonction spécialisée. Ainsi, l'incorporation de variants 
d'histones dans la chromatine permet un niveau de complexité supplémentaire et une 
manière additionnelle de moduler la structure chromatinienne.   
 
 
Tableau 1.1 Résumé des variants d’histone chez l’humain et des facteurs associés 
Histone canonique Variants d’histone Chaperonnes et facteurs associés 
H2A 
H2A.Z CHZ1/NAP1/SWR1/INO80 
H2A.X FACT 
macroH2A ATRX 
H2A.B* N.D. 
H3 
CENP-A HJURP 
H3.3 HIRA/ATRX/DAXX 
H3.4* N.D. 
H2B H2B.1* N.D. H2B.W* N.D. 
Tableau tiré et adapté de Skene et Henikoff, 2013 
 
 
 
 
Les histones canoniques sont déposées dans la chromatine de manière couplée à la 
réplication et sont hautement exprimées pendant la phase S du cycle cellulaire permettant 
leur incorporation rapide suite au passage de la fourche de réplication. Les histones 
canoniques sont exprimées à partir de gènes en tandem et leur expression en phase S est 
régulée par la présence d'une séquence de 26 pb dans la région 3' de l'ARNm qui forme 
Seuls les variants d’histone indépendant de la réplication sont montrés. La présence de certaines 
chaperones et facteurs associés peut n’exister que chez des espèces non humaines.  
* Variants spécifiquement impliqués dans la spermatogenèse. 
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une structure en épingle à cheveux reconnue par des protéines spécifiques (Pandey et al., 
1990; Dominski et Marzluff, 1999 et Whitfield et al., 2000). D'un autre côté, les gènes 
codant les variants d'histones sont retrouvés en une copie ou un nombre faible de copies 
et sont exprimés tout au long du cycle cellulaire de manière indépendante à la réplication 
(Albig et Doenecke, 1997 et Leach et al., 2000). Les pré-ARNm des variants d'histones 
contiennent des introns qui peuvent être soumis à l'épissage alternatif et sont 
polyadénylés (Rasmussen et al., 1999 et Marzluff et al., 2002).  
 
 
Les histones sont des protéines hautement basiques afin de permettre la compaction de 
l'ADN qui est une molécule hautement acide. Par contre, la nature basique des histones 
permet des interactions indésirables avec d'autres acides nucléiques ou d'autres 
composantes cellulaires. Dans le but d'éviter les interactions superflues, les histones sont 
escortées par des chaperonnes qui cachent les charges positives sur celles-ci afin de 
faciliter leur déplacement du cytoplasme au noyau. Différentes chaperonnes pour les 
différentes histones canoniques et variants d'histones ont été identifiés, mais leurs 
spécificités et leurs mécanismes de déposition ne sont pas encore bien compris. Ainsi, les 
variants d'histones sont déposés dans la chromatine à l'aide de différentes chaperonnes 
d'histones et peuvent interagir avec des complexes de remodelage de la chromatine 
(Tagami et al., 2004; Heo et al., 2008; Foltz et al., 2009; Luk et al., 2010 et Elsaesser et 
Allis, 2010). L'incorporation de variants d'histones dans la chromatine affecte les 
interactions entre les protéines dans le nucléosome, la stabilité du nucléosome ainsi que la 
conformation ouverte ou fermée de la chromatine. Par exemple, la présence des variants 
d'histones H2A.Z et H3.3 est associée à une conformation ouverte de la chromatine et un 
état transcriptionnel actif. D'un autre côté, l'incorporation de macroH2A stabilise le 
nucléosome et est principalement associée à une conformation répressive de la 
chromatine (Chakravarthy et Luger, 2006 et Thakar et al., 2009). Les variants d'histones 
sont impliqués dans plusieurs processus cellulaires, tels que la réparation de l'ADN, la 
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régulation de la transcription, le développement de l'organisme et la stabilité des 
centromères (révisé dans Skene et Henikoff, 2013 et Chen et al., 2013). Un défaut dans la 
déposition des variants d'histones dans la chromatine est associé à plusieurs maladies 
chez l'humain (Tableau 1.2). Quelques exemples de variants d'histones, leurs fonctions 
ainsi que les maladies associées à leur déposition inadéquate dans la chromatine sont 
résumés dans les sections qui suivent.  
 
 
Tableau 1.2. Résumé des liens entre les variants d’histones et leurs facteurs associés 
et les différentes maladies associées chez l’humain 
Variant d’histone/ 
chaperonne Maladie associée Notes Références 
H2A.Z Cancer du sein 
Une surexpression facilite l’activation des 
gènes de réponse aux œstrogènes et est 
associée au stade de métastase 
Rangasamy, 2010 et 
Svotelis et al., 2010 
H2A.Z Cancer du colon Une expression réduite est associée avec l’instabilité génomique 
Dunican et al., 2002 
et Rangasamy et al., 
2004 
CENP-A Cancer colorectal 
Une surexpression et un mauvais ciblage 
sont démontrés dans plusieurs cancers et 
joueraient un rôle dans l’aneuploïdie 
Tomonaga et al., 2003 
et Li et al., 2011 
HJURP Cancer du sein 
Une surexpression est associée à un 
mauvais pronostic et une sensibilité accrue 
à la radiothérapie 
Hu et al., 2010 
macroH2A Mélanome malin/ cancer des poumons 
Des niveaux réduits sont associés aux 
cancers et corrèlent avec une surexpression 
d’oncogènes et une réduction de 
sénescence 
Sporn et al., 2009 et 
Kapoor et al., 2010 
ATRX 
Syndrome α-thalassemia, 
retard mental lié au 
chromosome X (ATRX) 
Des mutations mènent à une régulation à la 
baisse de l’expression du gène codant 
l’alpha-globine 
Law et al., 2010 
ATRX/DAXX Tumeur pancréatique neuroendocrine (PanNETs) 
43% des PanNETs portent une mutation 
dans ATRX ou DAXX Jiao et al., 2011 
H3.3 Glioblastome pédiatrique Associé aux mutations K27M ou G34R/V dans H3.3 
Schwartzentruber et 
al., 2012 et Wu et al., 
2012 
Tableau tiré et adapté de Skene et Henikoff, 2013 
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Le mécanisme de réparation des bris d'ADN double-brin est crucial pour la conservation 
de l'intégrité du génome. H2A.X est un variant de l'histone canonique H2A et diffère de 
celle-ci par sa région C-terminale qui contient la séquence motif SQ(E/D)(I/L/Y). Ce 
motif est également retrouvé sur l'histone H2A régulière de S. cerevisiae et sur H2A.vD  
(H2A.Z) de D. melanogaster (Downs et al., 2000). Chez les mammifères, la sérine 139 
de ce motif est rapidement phosphorylée par les protéines kinases ATR/ATM suivant le 
dommage à l'ADN (Rogakou et al., 1998). La phosphorylation de H2A.X produit un 
variant modifié nommé γ-H2A.X et les foci γ-H2A.X peuvent s'étendre sur plusieurs 
mégabases à partir du dommage chez les mammifères (Rogakou et al., 1999). Bien que la 
phosphorylation de H2A.X ne soit pas essentielle pour la détection ou la réparation des 
bris d'ADN double-brins, les foci γ-H2A.X jouent un rôle dans la signalisation du 
dommage et facilite le recrutement de la machinerie de réparation des dommages à 
l'ADN ainsi que certains complexes remodeleurs, tels que INO80 et SWR1 (Morrison et 
al., 2004 et van Attikum et al., 2007). De plus, les souris manquant H2A.X démontrent 
une sensibilité augmentée aux irradiations (Celeste et al., 2002). La nécessité de la 
réparation de l'ADN est liée à la capacité proliférative des cellules et la carcinogenèse 
implique une modulation de la disponibilité de H2A.X. Plusieurs drogues anti-cancer 
induisent la formation de foci γ-H2A.X et leur efficacité repose sur la déficience des 
cellules cancéreuses à réparer les dommages à l'ADN. Ainsi, la présence des foci γ-
H2A.X permet d'identifier les nouveaux agents thérapeutiques selon leur capacité à 
induire des dommages à l'ADN.  
 
 
Les centromères sont des domaines chromatiniens spéciaux représentant les points 
d'assemblage du complexe kinétochore servant de plateforme pour l'attachement des 
microtubules afin de faciliter la ségrégation des chromosomes lors de la division 
cellulaire (Amor et al., 2004). CENP-A, un variant de l'histone canonique H3, est 
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incorporé dans la plupart des régions centromériques chez les mammifères et est essentiel 
pour la propagation et le maintien des centromères (Yoda et al., 2000). CENP-A est 
également retrouvée chez plusieurs autres espèces sous différents noms, par exemple 
Cse4 chez S. cerevisiae (Stoler et al., 1995), SpCENP-A chez S. pombe (Takahashi et al., 
2000), HCP-3 chez C. elegans (Sullivan et al., 2001), Cid chez la drosophile (Henikoff et 
al., 2000) et Cenpa chez la souris (Howman et al., 2000). Une chaperonne spécifique, 
HJURP (Holliday junction recognition protein) incorpore CENP-A aux centromères tôt 
dans la phase G1 de manière indépendante de la réplication chez les mammifères (Jansen 
et al., 2007; Foltz et al., 2009 et Dunleavy et al., 2009). Il a été démontré que l'expression 
de CENP-A est élevée dans les cellules épithéliales cancéreuses ovariennes et que son 
niveau d'expression est corrélé avec un faible taux de survie chez les patients, suggérant 
que CENP-A pourrait servir de marqueur pour le pronostic du cancer ovarien et de cible 
potentielle pour une thérapie épigénétique (Qiu et al., 2013).  
 
 
1.2.2 Les modifications de la chromatine 
 
 
Le cœur du nucléosome contient un octamère d'histones composé de deux copies de 
chacune des histones canoniques, soient H2A, H2B, H3 et H4 (Luger et al., 1997). La 
compaction de l'ADN sous forme de chromatine est un processus dynamique puisque 
l'ADN doit être accessible afin de remplir certaines fonctions nucléaires clés telles que la 
réplication, la transcription et la réparation de l'ADN.  Conséquemment, plusieurs 
mécanismes ont évolué afin de contrôler l'empaquetage de la chromatine et ainsi moduler 
l'accessibilité à l'ADN (Belotserkovskaya et Berger, 1999; Krebs et Peterson, 2000 et 
Gregory et al., 2001). Premièrement, les queues N-terminales des histones  s'étendent à 
l'extérieur du coeur du nucléosome et contactent l'ADN, d'autres histones et des protéines 
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non-histones. Les queues des histones sont sujettes aux modifications post-
traductionnelles qui peuvent moduler les interactions des histones avec leur 
environnement (Strahl et Allis, 2000 et Imhof et Becker, 2001). Deuxièmement, des 
complexes remodeleurs de nucléosomes peuvent altérer les interactions entre les histones 
et l'ADN de manière à rendre l'ADN nucléosomal accessible. Étant donné que les 
histones et l'ADN sont associés grâce à un large nombre d'interactions faibles, le 
remodelage de la chromatine requiert une entrée d'énergie qui sera fournie par des 
complexes remodeleurs capables d'hydrolyser l'ATP. Les différents mécanismes altérant 
la structure de la chromatine seront discutés dans les sections suivantes.  
 
 
1.2.2.1 Les modifications post-traductionnelles des histones 
 
 
Les modifications post-traductionnelles des histones sont des modifications covalentes et 
représentent un ensemble de marqueurs de la chromatine. En plus de leur rôle structural, 
les extrémités des histones sont sujettes aux modifications post-traductionnelles qui 
peuvent affecter la dynamique de la chromatine en altérant les propriétés et les 
partenaires d'interaction des nucléosomes (Choi et Howe, 2009 et Strahl et Allis, 2000). 
Ces modifications altèrent les charges électrostatiques des histones, changent les 
propriétés structurales et modifient les interactions de leurs extrémités. Par exemple, 
certaines modifications post-traductionnelles des queues des histones sont associées à une 
conformation plus ou moins accessible de la chromatine, tandis que d'autres peuvent être 
retrouvées dans des régions hautement compactées et transcriptionnellement inactives 
(Turner, 1993 et Strahl et Allis, 2000). Les modifications post-traductionnelles des 
histones les plus étudiées sont l'acétylation, la phosphorylation, la méthylation et 
l'ubiquitination (Figure 1.2) et ces modifications covalentes sont réversibles. Dans la 
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plupart des cas, les sites de modifications précis ont été identifiés. On pense que la 
combinaison de modifications post-traductionnelles lues par des domaines protéines 
spécifiques agirait comme un code afin d'induire différentes réponses à des endroits 
précis du génome et moduler certains processus, tels que la mitose, la transcription ou la 
réplication (Strahl et Allis, 2000).  
 
 
 
Figure 1.4 Les modifications post-traductionnelles des histones. Ce modèle représente 
les types de modifications post-traductionnelles (méthylation, phosphorylation, 
acétylation et ubiquitination) observées sur l'octamère d'histones d'un nucléosome. Les 
modifications sont représentées pour chacune des histones (H3 en vert, H4 en jaune, H2A 
en rouge et H2B en rose) (Figure tirée et adaptée de Khorasanizadeh, 2004).  
 
 
L'acétylation des histones est la modification covalente la plus étudiée et la mieux 
comprise quant aux résidus affectés et les conséquences d'une telle modification sur la 
transcription. Chacune des histones canoniques possède plusieurs lysines sur leur queue 
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N-terminale pouvant être acétylé de manière réversible. Les différentes études suggèrent 
un lien positif entre l'acétylation des queues des histones et l'activité transcriptionnelle. 
En effet, les histones hyperacétylées sont associées aux domaines transcriptionnellement 
actifs et à une conformation ouverte de la chromatine. D'un autre côté, les histones 
hypoacétylées sont enrichies dans les régions où la transcription est réprimée (Hebbes et 
al., 1994; Hebbes et al., 1988; Walker et al., 1990 et Zhang et Nelson, 1988). Il est 
proposé que l'acétylation des histones altère la structure de la chromatine en neutralisant 
les charges des lysines diminuant ainsi leur affinité pour l'ADN ou les nucléosomes 
voisins (Grunstein, 1997 et Luger et Richmond, 1998). De plus, l'acétylation des histones 
peut être reconnue par des protéines possédant un motif bromodomaine (Dhalluin et al., 
1999). C'est le cas de la sous-unité Snf2 du complexe remodeleur Swi/Snf qui possède un 
bromodomaine nécessaire à la liaison du complexe sur une matrice d'ADN nucléosomal 
(Hassan et al., 2002). Chacune des huit histones du nucléosome peut être acétylée à de 
multiples positions et la combinaison de ces modifications permet d'altérer de manière 
dramatique la charge du nucléosome. L'acétylation peut, selon les différents états de 
distribution de charge du nucléosome, influencer la transcription en promouvant ou 
réprimant les interactions avec des facteurs de transcription spécifiques (Davie et 
Spencer, 1999; Workman et Kingston, 1998 et Workman et Langmore, 1985). Les 
enzymes capables de transférer un groupement acétyl provenant de l'acétyl coenzyme A 
sur le groupe ε-aminé d'une lysine de l'histone (Roth et al., 2001) sont nommées des 
histones acétyltransférases (HAT). De multiples HAT ont été identifiées chez plusieurs 
espèces ainsi que dans un même organisme et sont divisées en familles selon leurs 
homologies (Table 1.3). Il existe deux types de HAT, soient les enzymes cytoplasmiques 
HAT-B qui acétylent les histones nouvellement synthétisées, et les enzymes nucléaires 
HAT-A (Lee et Young, 2000; Roth et al., 2001 et Workman et Kingston, 1998). Les 
enzymes qui catalysent la réaction inverse aux HAT, soit d'enlever le groupement acétyl 
sur les lysines, se nomment les complexes histones déacétylases (HDAC) (Table 1.4).  
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Tableau 1.3 Les différentes classes d'histones acétyltransférases (HATs)  
Famille Organisme Complexes 
associés 
Spécificité du 
substrat 
Caractéristiques 
structurelles 
GNAT 
Gcn5 S. cerevisiae SAGA, SLIK 
(SALSA), ADA, 
HAT-A2 
H2B, H3, (H4) Bromodomaine 
GCN5 D. melanogaster SAGA, ATAC H3, H4 Bromodomaine 
GCN5 H. sapiens STAGA, TFTC H3, (H4, H2B) Bromodomaine 
PCAF H. sapiens PCAF H3, H4 Bromodomaine 
Hat1 S. cerevisiae - H. 
sapiens 
HAT-B, NuB4, 
HAT-A3 
H4, (H2A)  
Elp3 S. cerevisiae Élongateur H3, H4, (H2A, 
H2B) 
 
Hpa2 S. cerevisiae HAT-B H3, H4  
Hpa3 S. cerevisiae  H3, H4  
ATF-2 S. cerevisiae - H. 
sapiens 
 H2B, H4  
Nut1 S. cerevisiae Médiateur H3, H4  
MYST 
Esa1 S. cerevisiae NuA4, piccolo H2A, H4, (H2B, 
H3) 
Chromodomaine 
Sas2 S. cerevisiae SAS, NuA4 H4, (H2A, H3)  
Sas3 (Ybf2) S. cerevisiae NuA3 H3, (H4, H2A)  
Tip60 H. sapiens Tip60, NuA4 H2A, H4, (H3) Chromodomaine 
MOF D. melanogaster MSL H4, (H2A, H3) Chromodomaine 
MOZ H. sapiens MSL H3, H4  
MORF H. sapiens MSL H3, H4  
HBO1 H. sapiens ORC H3, H4  
P300/CBP 
P300 H. sapiens  H2A, H2B, H3, 
H4 
Bromodomaine 
CBP H. sapiens  H2A, H2B, H3, 
H4 
Bromodomaine 
SRC (récepteurs nucléaires coactivateurs) 
SRC-1 H. sapiens ACTR/SRC-1 H3, H4  
ACTR (RAC3, 
AIB1, TRAM-1) 
H. sapiens ACTR/SRC-1 H3, H4  
TIF-2 (GRIP1) H. sapiens  H3, H4  
SRC-3 H. sapiens    
Autres 
TAFII250 
(TAF1) 
S. cerevisiae - H. 
sapiens 
TFIID H3, H4, (H2A) Bromodomaine 
TFIIIC (p220, 
p110, p90) 
H. sapiens TFIIIC H2A, H3, H4  
Rtt109 S. cerevisiae Chaperonnes 
d'histones 
H3  
CLOCK H. sapiens  H3, H4  
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Tableau 1.4 Les différentes classes d'histones déacétyltransférases (HDACs)  
Classe Membre 
Sites 
catalytiqu
e 
Localisation 
cellulaire Distribution tissulaire Substrats 
Partenaires 
d'interaction 
I 
HDAC1 1 Noyau Ubiquitaire 
Récepteurs 
d'androgènes, SHP, 
p53, MyoD, E2F1, 
STAT3 
- 
HDAC2 1 Noyau Ubiquitaire 
Récepteurs de 
glucocorticoïde, 
YY1, BCL6, STAT3 
- 
HDAC3 1 Noyau Ubiquitaire 
SHP, YY1, GATA1, 
RELA, STAT3, 
MEF2D 
- 
HDAC8 1 Noyau/cytoplasme Ubiquitaire? - EST1B 
IIA 
HDAC4 1 Noyau/cytoplasme Coeur, squelette, muscle, cerveau 
GCMA, GATA1, 
HP1 RFXANK 
HDAC5 1 Noyau/cytoplasme Coeur, squelette, muscle, cerveau 
GCMA, GATA1, 
HP1 
REA, récepteur aux 
oestrogènes 
HDAC7 1 Noyau/cytoplasme/mitochondrie 
Coeur, squelette, 
muscle, pancréas, 
placenta 
PLAG1, PLAG2 
HIF1A, BCL6. 
récepteur de 
l'endothéline, 
ACTN1, ACTN4, 
récepteur aux 
androgènes, Tip60 
HDAC9 1 Noyau/cytoplasme Cerveau, squelette, muscle - FOXP3 
IIB 
HDAC6 2 Majoritairement cytoplasme 
Coeur, foie, reins, 
placenta 
Α-Tubuline. HSP90, 
SHP, SMAD7 RUNX2 
HDAC10 1 Majoritairement cytoplasme Foie, rate, reins - - 
III 
Sirtuines 
chez les 
mammifères 
(SIRT1 à 
SIRT7) 
- - - - - 
Sir2 chez S. 
cerevisiae - - - - - 
IV HDAC11 2 Noyau/cytoplasme Cerveau, coeur, squelette, muscle, reins - - 
 
 
Les principales HDAC sont séparées en classes selon leur profil d'expression, leur 
homologie et leur sensibilité aux inhibiteurs. De manière générale, la déacétylation des 
histones joue un rôle négatif dans le contrôle de la transcription. Les HDAC 
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appartiennent fréquemment à des complexes multiprotéiques et certains répresseurs 
transcriptionnels sont associés à des HDAC afin de réprimer certains gènes (Peterson, 
2002 et Vaquero et al, 2003). Les complexes HAT et HDAC peuvent être recrutés par des 
facteurs de transcription et ciblés aux promoteurs pour agir comme des co-activateurs ou 
co-répresseurs de la transcription. Par exemple, Hda1 déacétyle les histones H2B et H3 
lorsqu'elle est ciblée au promoteur par le répresseur Tup1 (Wu et al., 2001). On suppose 
que les histones déacétylées interagissent plus fortement avec l'ADN que les histones 
acétylées, ce qui maintiendrait un état condensé de la chromatine.  
 
 
Les queues des histones peuvent être phosphorylées sur les résidus sérines. L'acétylation 
et la phosphorylation altèrent la distribution des charges des histones: alors que 
l'acétylation neutralise les charges positives des résidus lysines, la phosphorylation 
introduit une charge négative. L'ajout de groupements phosphates aux histones pourrait 
donc également affaiblir les interactions entre l'ADN et les histones. Cette modification 
joue un rôle dans plusieurs processus cellulaires, tels que la condensation des 
chromosomes, la transcription, la réparation de l'ADN et l'apoptose (Cheung et al., 
2000a). Entre autres, suite aux dommages à l'ADN, les histones H2A chez la levure et 
H2A.X chez les mammifères sont phosphorylées sur la sérine du motif SQ(E/D)(I/L/Y) 
dans la région C-terminale. Cette modification s'étend sur plusieurs mégabases autour du 
dommage (Rogakou et al., 1998 et Rogakou et al., 1999) et permettrait le recrutement et 
la stabilisation de facteurs de réparation (Celeste et al., 2003 et Paull et al., 2000). Aussi, 
l'histone de liaison H1 peut être phosphorylée sur le domaine [S/TP-X-K/R] et cette 
modification réduit l'interaction entre les queues des histones et l'ADN, ce qui déstabilise 
les nucléosomes. La phosphorylation de H1 influence l'activation et la répression de la 
transcription et joue également des rôles dans la condensation des chromosomes et la 
réplication de l'ADN (Guo et al., 2000 et Mizzen et al., 1999). Plusieurs protéines kinases 
sont responsables de la phosphorylation des histones et sont impliquées dans différents 
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processus. Par exemple, plusieurs kinases phosphorylent l'histone H3, incluant la kinase 
Rsk-2 impliquée dans l'activation de la transcription (De Cesare et al., 1998 et Sassone-
Corsi et al., 1999), la kinase Msk1 activée par un facteur de croissance (Thomson et al., 
1999) et la kinase Jil-1 impliquée dans la compensation de dosage chez D. melanogaster 
(Jin et al., 1999). La phosphorylation de H3 sur la sérine 10 en N-terminal joue un rôle 
dans la transcription et la condensation des chromosomes (Cheung et al., 2000a; Cheung 
et al., 2000b; Houben et al., 1999 et Lo et al., 2001). La phosphorylation est une 
modification réversible puisqu'il existe des enzymes phosphatases capables d'enlever le 
groupement phosphate.  
 
 
Les histones peuvent être méthylées sur les résidus arginines et lysines. Plus précisément, 
les résidus lysines peuvent être mono, di ou triméthylées, alors que les arginines peuvent 
être mono ou diméthylées (Kouzarides, 2002 et Strahl et Allis, 2000). Les histones H3 et 
H4 peuvent être méthylées sur les lysines (Turner, 2002). Les enzymes capables de 
transférer un groupement méthyl à partir de méthionine S-adénosyl sur un groupement ε 
amino-terminal de résidu arginine ou lysine des histones sont nommées des histones 
méthyltransférases (HMT). La méthylation des histones joue un rôle dans l'activation et 
la répression de la transcription puisque cette modification permet le recrutement de 
facteurs de la transcription possédant un domaine X au promoteur. Par exemple, lorsque 
l'enzyme HMT SUV39 est recrutée au promoteur cycline E par le répresseur Rb, celle-ci 
méthyle la lysine 9 de l'histone H3 et crée une surface d'interaction pour la protéine HP1 
qui réprime l'expression du gène (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001 et Nielsen et 
al., 2001). L'enzyme Set2 méthyle la lysine 36 de l'histone H3 chez la levure (Briggs et 
al., 2002 et Xiao et al., 2003) et s'associe avec la forme phosphorylée de l'ARN pol II (Li 
et al., 2002 et Xiao et al., 2003) suggérant que la méthylation de ce résidu joue un rôle 
dans l'élongation de la transcription. La méthylation des arginines est une modification 
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moins bien connue, mais il a été démontré que la méthylation de l'arginine 17 de l'histone 
H3 est présente seulement dans les promoteurs actifs (Bauer et al., 2002).  
 
 
Les histones, principalement H2A, mais également H2B et H3, peuvent être ubiquitinées 
de manière réversible sur les lysines dans la région C-terminale. Fréquemment, l'ajout de 
l'ubiquitine (76 acides aminés) sur une protéine cible la protéine modifiée vers le 
protéasome pour sa dégradation. Dans le cas des histones, l'ubiquitination ne mène pas à 
la dégradation, mais affecte divers processus. L'ubiquitination des histones joue un rôle 
dans les processus de mitose et méiose (Berger, 2002) et aurait un rôle en transcription 
puisqu'elle est redondante fonctionnellement avec les complexes de remodelage SAGA et 
Swi/Snf (White et al., 2001).  
 
 
1.2.2.2 Les complexes de remodelage ATP-dépendants 
 
 
La structure de la chromatine peut être altérée par l'action des complexes remodeleurs qui 
utilisent l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP afin de remodeler les nucléosomes. Certains 
complexes permettent de glisser les nucléosomes le long de l'ADN, transférer des 
nucléosomes, évincer ou incorporer des histones des nucléosomes. Le remodelage 
implique une rupture et une reconstruction des contacts entre les histones et l'ADN qui 
confère une certaine mobilité aux nucléosomes. Ces réactions biochimiques conduisent 
au mouvement de l'octamère d'histones et à son positionnement sur les éléments 
régulateurs de l'ADN. Par exemple, le remodelage de la chromatine peut mener à la 
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relocalisation des octamères d'histones à une séquence d'ADN acceptrice en cis ou en 
trans, conservant ainsi le niveau d'empaquetage de l'ADN en général, mais exposant 
transitoirement certaines régions d'ADN aux protéines interactrices (Kingston et Narlikar, 
1999). Les complexes de remodelage sont impliqués dans plusieurs processus tels que la 
régulation positive et négative de la transcription, la réparation de l'ADN, la 
recombinaison homologue et la progression du cycle cellulaire (Becker et Horz, 2002; 
Tsukiyama, 2002 et Lusser et Kadonaga, 2003). 
 
 
Des facteurs de remodelage de la chromatine sont présents chez tous les eucaryotes. Tous 
les facteurs identifiés sont des complexes multiprotéiques et contiennent de 2 à 12 sous-
unités et une sous-unité catalytique appartenant à la famille Snf2 des ATPases (Eisen et 
al., 1995). La famille Snf2 appartient à la superfamille DEAD/H des ATPases stimulées 
par des acides nucléiques (Eisen et al., 1995). Quatre familles distinctes de complexes de 
remodelage ATP-dépendants sont décrites selon les sous-unités catalytiques: Swi/Snf, 
ISWI, CHD/MI-2 et INO80 (Figure 1.3). Les complexes remodeleurs de la chromatine 
possède un domaine ATPase essentielle pour leur activité de remodelage, mais également 
des sous-unités qui affectent la régulation, l'efficacité et la spécificité. 
 
 
Les membres de la famille Swi/Snf sont présents de la levure à l'humain  (Eberharter et 
Becker, 2004). Ils régulent l'expression des gènes en altérant la structure de la chromatine 
par glissement des nucléosomes sur l'ADN ou par transfert d'un octamère (Martens et 
Winston, 2003 et Sudarsanam et Winston, 2000). La famille Swi/Snf est caractérisée par 
des ATPases de type Snf2 (Swi2/Snf2) et contiennent un bromodomaine liant les 
extrémités acétylées des histones H3 et H4 (Hassan et al., 2002).  
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Figure 1.5 La famille d'ATPases Snf2. Cette famille inclus des protéines impliquées 
dans le remodelage de la chromatine. Le diagramme montre la classification des ATPases 
selon trois différentes superfamilles. La superfamille 2 est divisée en sous-familles 
distinctes (Figure tirée et adaptée de Lusser et Kadonaga, 2003).   
 
 
La famille Swi/Snf chez S. cerevisiae rassemble les complexes Swi/Snf, RSC et INO80 
dont les sous-unités catalytiques sont Swi2/Snf2, Sth1 et Ino80 respectivement. Le 
complexe Swi/Snf est le premier complexe ATP-dépendant identifié chez S. cerevisiae 
(Peterson et Tamkun, 1995), il contient 11 sous-unités chez la levure (Côté et al., 1994; 
Cainrs et al., 1994 et Peterson et al., 1994) et son homologue chez l'humain en possède 8 
(Kwon et al., 1994; Wang et al., 1996a et Wang et al., 1996b). Sa sous-unité catalytique, 
Snf2/Swi2, possède un domaine ATPase et un bromodomaine dans sa région C-terminale 
(Havas et al., 2001). Le complexe Swi/Snf peut être ciblé aux promoteurs par son 
interaction avec des facteurs de transcription (Neely et al., 1999; Neely et Workman, 
2002 et Yudkovsky et al., 1999) ou par son association avec l'holoenzyme ARN pol II 
(Wilson et al., 1996). Par exemple au locus RNR3, le remodelage de la chromatine par le 
complexe Swi/Snf nécessite la présence de certains TAFs et la machinerie de 
transcription (Sharma et al., 2003). Il a été démontré que plusieurs gènes exprimés 
pendant la phase G2/M du cycle cellulaire sont dépendants du complexe Swi/Snf (Krebs 
et al., 2000), suggérant que ce complexe est impliqué dans l'expression de gènes 
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spécifiques. De plus, la délétion de Snf2/Swi2 n'affecte qu'environ 6% des gènes, et ce, 
autant de manières positives que négatives (Côté et al., 1994; Holstege et al., 1998 et 
Sudarsanam et al., 2000).  
 
 
Les membres de cette famille contiennent l'ATPase ISWI (Imitation Switch) (Elfring et 
al., 1994), caractérisée par la présence de deux domaines carboxy-terminaux SANT qui 
interagissent avec les nucléosomes et l'ADN nucléosomal (Aasland et al., 1996; Boyer et 
al., 2002 et Grune et al., 2003). Des expériences menées chez la Drosophile ont permis la 
découverte de trois complexes de remodelage contenant ISWI: NURF (Nucleosome 
remodeling factor), ACF (ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor) et 
CHRAC (Chromatin accessibility complex) (Ito et al., 1997; Tsukiyama et al., 1995 et 
Varga-Weisz et al., 1997). Des homologues ont ensuite été identifiés chez différentes 
espèces. Deux membres de la famille ISWI sont retrouvés chez la levure, soit les 
complexes ISWI1 et ISWI2. Le complexe ISWI1 de la levure est homologue au 
complexe RSF chez l'humain et au complexe NURF chez la drosophile. La sous-unité 
catalytique du complexe NURF, NURF301, agit comme organisateur entre les sous-
unités et est nécessaire pour l'efficacité de glissement des nucléosomes (Xiao et al., 
2001). Cette sous-unité interagit avec des facteurs de transcription spécifiques à des 
séquences d'ADN, suggérant que le complexe NURF est ciblé sur des gènes précis. In 
vivo, le complexe NURF est requis pour l'activation transcriptionnelle de plusieurs gènes 
(Badenhorst et al., 2002 et Mizuguchi et al., 1997). Le complexe ISWI2 de la levure est 
homologue au complexe hACF chez l'humain et au complexe ACF chez la drosophile. Le 
complexe ACF est composé de deux sous-unités, l'ATPase ISWI et Acf1 (Ito et al., 
1999), et est requis pour l'assemblage l'espacement régulier des nucléosomes et est 
impliqué dans l'activation de la transcription in vitro (Ito et al., 1997). In vivo, le 
complexe ACF est important pour la formation de la chromatine (Fyodorov et al., 2004). 
Le complexe CHRAC chez la drosophile et son homologue huCHRAC chez l'humain, ne 
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possèdent pas d'homologue chez la levure. Tout comme le complexe ACF, CHRAC est 
composé des sous-unités ISWI et Acf1 (Eberharter et al., 2001), mais contient deux 
autres sous-unités, CHRAC-14 et CHRAC-16 (Corona et al., 2000). Le complexe 
CHRAC augmente l'accessibilité de l'ADN dans la chromatine de manière similaire au 
complexe ACF (Varga-Weisz et al., 1997), et les deux sous-unités supplémentaires 
augmentent le glissement et l'assemblage des nucléosomes (Kukimoto et al., 2004). Les 
membres de la famille ISWI possèdent des activités d'espacement des nucléosomes et 
jouent un rôle dans la régulation de la transcription, l'organisation du chromosome, la 
réplication de l'ADN (Corona et Tamkun, 2004 et Tsukiyama, 2002) ainsi que le 
développement et la viabilité chez la drosophile (Deuring et al., 2000).  
 
 
Les complexes de remodelage de la famille CHD/MI-2 possèdent des chromodomaines 
dans leur sous-unité ATPase (Paro et Hogness, 1991). Ces chromodomaines permettent 
l'interaction des complexes de remodelage avec des lysines méthylées sur plusieurs cibles 
variées (Brehm et al., 2004). Cette famille contient seulement un membre chez la levure, 
nommé Chdl, également identifié chez plusieurs organismes. Chez la levure, ce complexe 
de 340 kDa est peu abondant (100 copies/cellule) (Tran et al., 2000) et est impliqué dans 
la terminaison de la transcription (Alen et al., 2002). Chez plusieurs espèces, Chd1 
possède une activité de liaison à l'ADN et pourrait avoir un rôle dans l'activation 
transcriptionnelle (Kelley et al., 1999). Chez la Drosophile, le complexe Chd1 est localisé 
aux sites génomiques hautement actifs transcriptionnellement (Stokes et al., 1996).  
 
 
Le complexe INO80 a initialement été découvert chez S. cerevisiae comme un gène 
requis pour l'activation transcriptionnelle du gène INO1. Ce complexe contient une sous-
unité ATPase, Ino80, ainsi que 12 autres sous-unités dont deux protéines liées à l'hélicase 
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bactérienne RuvB, de l'actine et trois protéines liées à l'actine (Shen et al., 2000). Le 
complexe INO80 possède deux activités: une activité de remodelage de la chromatine de 
manière dépendante de l'ATP et une activité d'hélicase attribuable à ses sous-unités Rvb1 
et Rvb2. Puisque le mutant de l'ATPase Ino80 montre un défaut de transcription et une 
sensibilité aux agents génotoxiques, on pense que le complexe INO80 stimule la 
transcription et participe à la réparation de l'ADN (Shen et al., 2000). 
 
 
1.3 Le variant d'histone H2A.Z 
 
 
H2A.Z, un variant de l'histone canonique H2A, a été identifié en 1996 par homologie de 
séquence avec son homologue chez le protozoaire Tetrahymena thermophila (Jackson et 
al., 1996). H2A.Z est le variant le plus conservé à travers les organismes eucaryotes. On 
retrouve ce variant d'histone chez l'humain (Hatch et Bonner, 1988), la souris (Faast et 
al., 2001), le poulet (Harvey et al., 1983), Xenopus leavis (Iouzalen et al., 1996), 
Drosophila (van Daal et al., 1988), Arabidopsis (Callard et Mazzolini, 1997) et 
Schizosaccharomyces pombe (Carr et al., 1994). La portion centrale de H2A.Z est très 
conservée, mais ses extrémités N- et C-terminales divergent significativement de l'histone 
H2A. Le domaine d'amarrage en C-terminal de H2A.Z présente une extension de résidus 
acides qui continue sur l'histone H2B dans le nucléosome. On suppose que cette surface 
acide représente une plateforme d'interaction et de recrutement pour des partenaires 
d'interaction avec les nucléosomes contenant H2A.Z (Suto et al., 2000). L'incorporation 
de H2A.Z dans la chromatine permettrait de créer des domaines chromatiniens spécialisés 
possédant une fonction unique. Il a été démontré chez la Drosophile que H2A.Z est 
requise pour son développement et que la région C-terminale est essentielle sa la survie 
(Clarkson et al., 1999). Depuis, plusieurs groupes ont étudié le rôle et la nécessité de la 
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région C-terminale de H2A.Z dans sa fonction unique par rapport à H2A. Des études de 
localisation à l'échelle du génome révèlent que H2A.Z est préférentiellement localisé aux 
promoteurs et aux régions régulatrices chez la levure et les mammifères (Zhang et al., 
2005; Li et al., 2005; Raisner et al., 2005; Guillemette et al., 2005; Barski et al., 2007; 
Mavrich et al., 2008; Albert et al., 2007). De plus, plusieurs groupes ont démontré que 
H2A.Z joue un rôle dans la régulation positive et négative de la transcription chez S. 
cerevisiae (Dhillon et Kamakaka, 2000; Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001; 
Meneghini et al., 2003). Bien que l'implication de la région C-terminale de H2A.Z est 
intensément étudiée dans les dernières années, son rôle fonctionnel dans sa localisation 
génomique et dans le contrôle de la transcription génique n'est pas encore bien compris. 
 
 
Les sections qui suivent introduisent la biologie de H2A.Z et les différences structurelles 
entre le variant et l'histone canonique H2A qui pourraient expliquer leurs différences 
fonctionnelles. De plus, le mode d'incorporation de H2A.Z dans la chromatine par le 
complexe spécifique SWR1 ainsi que sa localisation génomique sont décrits. Les travaux 
ayant porté sur H2A.Z en ce qui concerne son implication dans la régulation de la 
transcription par rapport à sa localisation, mais aussi par rapport au recrutement de 
protéines nucléaires sont résumés. Finalement, bien que le rôle de la région C-terminale 
de H2A.Z ne soit pas établi, les sections qui suivent résument les évidences de 
l'implication du domaine d'amarrage de H2A.Z dans sa localisation et dans le contrôle de 
la transcription connues à ce jour.  
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 1.3.1 Biologie et fonctions du variant d'histone H2A.Z 
 
 
Le variant d'histone H2A.Z remplace l'histone canonique H2A dans 5 à 10% des 
nucléosomes chez Drosophila melanogaster, dans 5% des nucléosomes chez la levure et 
dans 10% des nucléosomes chez les mammifères (Leach et al., 2000; Redon et al., 2002 
et Zhang et al., 2005).  H2A.Z a divergé de l’histone canonique H2A au début de 
l’histoire des eucaryotes et a évolué séparément de H2A et des autres variants. Alors que 
les histones canoniques H3 et H4 sont les plus conservées des histones canoniques au 
cours de l'évolution, le variant d’histone H2A.Z est, quant à lui, le variant le plus 
conservé chez divers organismes eucaryotes. En effet, ce variant est retrouvé dans des 
organismes allant de la levure Saccharomyces cerevisiae aux mammifères (Thatcher et 
Gorovsky, 1994 et Leach et al., 2000) et cette conservation suggère que ce variant 
possède un rôle fonctionnel important. De manière cohérente, H2A.Z est essentiel pour le 
développement et la survie de plusieurs organismes dont Drosophila melanogaster (van 
Daal et Elgin, 1992; Clarkson et al., 1999), Tetrahymena thermophila (Liu et al., 1996), 
Xenopus leavis (Ridgway et al., 2004), Mus musculus et Homo sapiens (Faast et al., 
2001) puisque la délétion de H2A.Z résulte en un arrêt développemental prématuré ou la 
mort de l’organisme. Chez la levure unicellulaire Saccharomyces cerevisiae, H2A.Z est 
codé par le gène HTZ1 et est non essentiel pour la viabilité, mais une délétion du gène 
codant ce variant cause un ralentissement de croissance et une sensibilité aux agents 
environnementaux (Redon et al., 2002).  
 
 
Plusieurs études ont démontré que H2A.Z possèdent des fonctions différentes de H2A 
(Clarkson et al., 1999; Jackson et Gorovsky, 2000 et Ridgway et al., 2004). H2A.Z joue 
plusieurs rôles chez les différentes espèces, entre autres dans la régulation de l'expression 
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des gènes, dans la maintenance des frontières hétérochromatique-euchromatique, dans la 
réparation des dommages à l'ADN, dans la ségrégation des chromosomes, dans la 
résistance aux stress génotoxiques et dans la progression du cycle cellulaire (Zlatanova et 
Thakar, 2008) (Tableau 1.5). La séquence de H2A.Z est conservée à 90% chez les 
organismes eucaryotes, mais ses fonctions semblent avoir évolué différemment chez les 
différents organismes (Iouzalen et al., 1996). Par exemple, selon l'organisme et le 
contexte, H2A.Z est impliqué autant dans la régulation de l’établissement de 
l’hétérochromatine et de l’euchromatine, régulant par le fait même les régions ouvertes 
ou fermées à la transcription. Un lien a rapidement été établi entre H2A.Z et l’oncogenèse 
puisque H2A.Z est impliqué dans la régulation de la transcription et la maintenance de la 
stabilité génomique. En effet, dans la recherche sur le cancer du sein, il a été démontré 
qu'une surexpression de H2A.Z facilite l'activation de la voie de réponse aux oestrogènes 
et est associée au stade métastasique (Rangasamy et al., 2010 et Svotelis et al., 2010). 
D'un autre côté, une expression réduite de H2A.Z dans le cancer du colon est associée à 
l'instabilité génomique (Dunican et al., 2002).  
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Tableau 1.5 Les différentes fonctions biologiques de H2A.Z spécifiques aux diverses 
espèces 
Espèces Nom du variant 
H2A.Z 
Fonctions biologiques 
S. cerevisiae Htz1p 
− Activation et répression de la transcription (Santisteban et al., 2000 et 
Meneghini et al., 2003); 
− Maintenance des frontières hétérochromatique-euchromatiques (Meneghini et 
al., 2003 et Zhang et al., 2004); 
− Stabilité génomique et réparation des dommages à l’ADN (Krogan et al., 2004 
et Mizuguchi et al., 2004). 
Trypanosoma H2A.Z 
− Gène essentiel; 
− Dimérise avec un variant de H2B (H2BV); 
− Absent des sites de transcription active (Lowell et al., 2005). 
Tetrahymena 
thermophila Hv1 
− Gène essentiel; 
− Son niveau est corrélé en temps et dans l’espace avec le niveau de 
transcription (Allis et al., 1980 et Stargell et al., 1993). 
Arabidopsis 
thaliana 
4 variants de 
H2A.Z : HTA4, -8, 
-9 et -11 
− Absent des répétitions centromériques et péricentromériques; 
− Présent dans les chromosomes mitotiques (Deal et al., 2007). 
C. elegans Htz-1/H2A.Z 
− Impliqué dans le développement; 
− Recruté aux promoteurs au commencement de la transcription (Updike et 
Mango, 2006). 
Drosophila 
melanogaster H2AvD 
− Essentiel pour le développement; 
− Distribution génomique non aléatoire et absent des régions hautement 
transcrites (l’activation transcriptionnelle diminue sa présence) (Leach et al., 
2000); 
− Requis pour la formation d’hétérochromatine (Swaminathan et al., 2005). 
Xenopus leavis H2A.Z − Essentiel lors du développement précoce (Iouzalen et al., 1996 et Ridgway et al., 2004). 
Souris H2Afz; H2Afv 
− Essentiel lors du développement précoce (Faast et al., 2001); 
− Ciblé à l’hétérochromatine péricentromérique (Rangasamy et al., 2003,2004); 
− Rôle dans la spermatogenèse (Greaves et al., 2006); 
− Contribue, avec CENP-A et H3K4me2, à la structure des centromères 
(Greaves et al., 2007). 
Humain H2A.Z; H2AF/Z 
− Enrichi dans les régions promotrices et son niveau de liaison corrèle avec 
l’expression génique; 
− Enrichi dans les éléments isolateurs (Barski et al., 2007); 
− Une fraction est associée avec le silençage génique et l’hétérochromatine 
facultative (Sarcinella et al., 2007). 
Tableau tiré et adapté de Zlatanova et Thakar, 2008                                                         
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1.3.1.1 Structure des nucléosomes contenant H2A.Z 
 
 
De manière générale, la structure tridimensionnelle des nucléosomes contenant H2A.Z 
est similaire à celle des nucléosomes contenant H2A. H2A.Z présente 60% d’identité de 
séquence avec H2A et les divergences dans certaines régions spécifiques des histones 
différencient les structures des nucléosomes contenant H2A.Z ou H2A et pourraient 
expliquer leurs différences fonctionnelles (Suto et al., 2000). Une des divergences 
principales entre H2A et H2A.Z se trouve au niveau de la boucle L1, la seule région où 
les deux molécules H2A.Z interagissent dans le nucléosome (Figure 1.4). Étant donné la 
divergence de séquence dans cette région entre H2A et H2A.Z, il semble improbable de 
retrouver un dimère H2A/H2B coexistant avec un dimère H2A.Z/H2B au sein d'un même 
nucléosome (Suto et al., 2000). En effet, l’arrangement des acides aminés dans la boucle 
L1 causerait de l’encombrement stérique si une molécule de H2A venait à interagir avec 
une molécule de H2A.Z dans un même nucléosome et cet encombrement stérique 
déstabiliserait le nucléosome. De plus, la séquence de la boucle L1 des autres variants de 
H2A divergent également de la séquence canonique, suggérant que la boucle L1 
représente un mécanisme afin d’assurer l’incorporation d’un seul type d’histone H2A à la 
fois dans le nucléosome (Suto et al., 2000)  Il a été démontré que H2A.Z peut former un 
nucléosome hybride avec H2A in vitro, ce qui apporterait un autre niveau fonctionnel 
pour une structure hybride de la chromatine (Chakravarthy et al., 2004). Par contre, ce 
nucléosome hybride contenant H2A.Z et H2A serait instable et n’a pas encore été observé 
in vivo. La manière dont H2A.Z influence la stabilité des nucléosomes reste un sujet 
controversé puisque des expériences ont démontré que H2A.Z semble avoir un effet 
stabilisateur sur le nucléosome (Fan et al., 2002; Park et al., 2004; Thambirajah et al., 
2006 et Ishibashi et al., 2009) et d’autres expériences démontrent plutôt que H2A.Z a un 
effet déstabilisateur (Suto et al., 2000; Placek et al., 2005 et Zhang et al., 2005).  
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Figure 1.6 Comparaison des structures des histones H2A et H2A.Z. (A) Localisation 
des segments divergeant considérablement de H2A dans la structure secondaire de 
H2A.Z. Représentation schématique de la structure secondaire de H2A, avec ses cinq 
hélices α (rectangles bleus). Les parenthèses montrent le domaine de repliement de 
l’histone (hélices 1, 2 et 3) et le domaine d’amarrage. Les boucles L1 et L2 sont 
également indiquées. Les cercles roses indiquent les segments de H2A.Z divergent 
considérablement de la structure de H2A. Les nombres font référence aux acides aminés 
incluent dans chacun des éléments de la structure de H2A.Z (Figure tirée et adaptée de 
Zlatanova et Thakar, 2008). (B) Superposition des structures tri-dimensionnelles des 
histones H2A et H2A.Z. Les différents domaines sont annotés et le domaine d'amarrage 
est encadré (Figure tirée et adaptée de Suto et al., 2000).  
 
 
La divergence principale entre les séquences de H2A et H2A.Z est le domaine 
d’amarrage (« docking domain ») dans la région C-terminale. Le domaine d’amarrage de 
H2A.Z est constitué des acides aminés 81 à 119 et cette région présente moins de 40% 
d'identité de séquence avec la région correspondante chez H2A. Le domaine d’amarrage 
contient la région M6 qui est formée par les 12 acides aminés autour de l’hélice αC. Une 
étude chez Drosophila melanogaster a révélé que lorsqu’on échange des régions de 
H2A.Z par les régions correspondantes de H2A, seul l’échange de la région M6 est létal 
pour l’embryon. Puisque H2A.Z est essentiel pour la survie et le développement de D. 
melanogaster, l’équipe a démontré que la région M6 est essentielle à la fonction unique 
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de H2A.Z (Clarkson et al., 1999). Plus précisément, il a été démontré que les vingt 
derniers acides aminés de la région C-terminale de H2A.Z sont critiques pour la fonction 
de H2A.Z dans la résistance aux stress génotoxiques, la maintenance des frontières 
hétérochromatique-euchromatiques et l'activation de la transcription du gène GAL1 
(Wang et al., 2011). Le domaine d’amarrage forme une large surface d’interaction qui 
contacte le tétramère H3-H4 dans le nucléosome. La substitution de la Glu104 dans H2A 
par la Gly106 dans H2A.Z résulte en la perte de 3 ponts hydrogènes, ce qui causerait une 
légère déstabilisation de l’interaction entre H2A.Z et le tétramère H3-H4 (Suto et al., 
2000). De plus, le résidu His112 sur la surface du nucléosome contenant H2A.Z lie un 
ion manganèse, qui est partiellement stabilisé par le résidu His114, alors que la région 
correspondante chez H2A ne démontre pas de telles interactions. Il est probable que la 
localisation de cet ion sur la surface du nucléosome représenterait une interface 
d’interaction pour d’autres protéines telles que l’histone H1, des facteurs d’assemblage 
ou des complexes remodeleurs de la chromatine (Suto et al., 2000).  
 
 
L'extension de résidus acides de l'hélice αC dans la région C-terminale de H2A est 
formée de cinq acides aminés du domaine d’amarrage de H2A et d’un acide aminé de 
H2B (H2A : Glu 56, Glu 61, Glu 64, Asp 90, Glu 91 et Glu 92; H2B : Glu 110). Dans 
H2A.Z, ces six acides aminés sont conservés, mais l’extension de résidus acides est 
allongée par la substitution de l’Asn 94 dans H2A par un aspartate (la position 
correspondante chez H2A.Z est Asp 97) et la substitution de la Lys 95 dans H2A par une 
sérine (H2A.Z Ser 98). Ces changements dans la séquence de l’extension de résidus 
acides dans H2A.Z entraînent en une surface altérée du dimère H2A.Z/H2B. Ainsi, un 
nucléosome contenant H2A.Z possède une surface acide ininterrompue parcourant le 
dimère H2A.Z/H2B. Cette surface acide pourrait représenter une plateforme de liaison à 
des partenaires d'interactions (Suto et al., 2000). Par exemple, la surface acide unique de 
H2A.Z pourrait servir à recruter des facteurs impliqués dans l’assemblage ou le 
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remodelage de la chromatine afin de réguler l’accessibilité à l’ADN et réguler des 
processus tels que la transcription. 
 
 
1.3.2 Incorporation spécifique et localisation génomique de H2A.Z 
 
 
L'incorporation du variant d'histone H2A.Z représente une manière d'altérer la structure 
de la chromatine et de créer des domaines chromatiniens spécialisés. Il a été démontré 
que la localisation de H2A.Z à l'échelle du génome est non aléatoire et que H2A.Z est 
préférentiellement localisé aux régions promotrices et régulatrices des gènes. Cette 
distribution caractéristique est attribuable au recrutement spécifique de certains 
coactivateurs à des sites précis du génome. Plusieurs groupes de recherche ont étudié les 
interactions nécessaires au recrutement et à l'incorporation de H2A.Z menant à une 
distribution génomique particulière et leurs travaux sont résumés dans les sections 
suivantes.  
 
 
1.3.2.1 Recrutement de coactivateurs aux promoteurs menant à l'incorporation 
locale de H2A.Z 
 
 
Les histones ont évolué en tant que protéines hautement basiques (contenant plusieurs 
histidines, lysines et arginines) afin de permettre la compaction de l’ADN qui est 
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hautement acide. À cause de leur composition en acides aminés, les histones peuvent 
interagir avec d’autres acides nucléiques, des protéines cytoplasmiques ou nucléaires. Ces 
interactions peuvent parfois être nuisibles, c’est pourquoi des chaperonnes d’histones 
cachent les charges positives des histones afin de faciliter le déplacement jusqu’à l’ADN 
et leur incorporation dans la chromatine. En général, les chaperonnes contrôlent le 
repliement ainsi que l’import nucléaire des histones. Ensuite, elles livrent les histones aux 
complexes remodeleurs de la chromatine ATP-dépendants qui les incorporent dans la 
chromatine (Skene et Henikoff, 2013).  Deux chaperonnes de H2A.Z ont été identifiées, 
soient Nap1 et Chz1 (Ishimi et Kikuchi, 1991 et Luk et al., 2007). Leurs fonctions sont 
redondantes puisqu’elles sont responsables de lier les dimères H2A.Z/H2B au niveau du 
cytoplasme, d’importer les dimères dans le noyau et de les livrer au complexe remodeleur 
de la chromatine qui échangera le dimère H2A/H2B dans la chromatine pour le dimère 
H2A.Z/H2B. De manière intéressante, la chaperonne Nap1 lie les dimères H2A.Z/H2B, 
mais aussi les dimères H2A/H2B contrairement à la chaperonne Chz1 qui possède une 
séquence motif hautement conservée (CHZ) qui reconnaît spécifiquement les dimères 
H2A.Z/H2B (Luk et al., 2007). La chaperonne Nap1 est donc impliquée dans la 
déposition d’histone de manière dépendante à la réplication, mais aussi dans la déposition 
des variants d’histones indépendamment de la réplication.  
 
 
Le complexe SWR1 est un complexe ATP-dépendant de la famille SWI/SNF qui est 
responsable de l’échange des dimères H2A/H2B pour H2A.Z/H2B dans la chromatine 
chez Saccharomyces cerevisiae (Krogan et al., 2003; Kobor et al., 2004; Mizuguchi et 
al., 2004; Luk et al., 2010 et Papamichos-Chronakis et al., 2011). Il a été démontré que la 
sous-unité Swc2 du complexe SWR1 est responsable de la reconnaissance et la liaison de 
la région C-terminale de H2A.Z pour son incorporation dans la chromatine (Mizuguchi et 
al., 2004 et Wu et al., 2005). En effet, Wang et al. (2011) ont démontré que 
l’incorporation de H2A.Z dans la chromatine est perdue lorsque la région C-terminale est 
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tronquée, mais que cette perte d'association de H2A.Z à la chromatine est indépendante 
de la liaison de H2A.Z à la sous-unité Swc2. De plus, la présence de la région C-
terminale n’est pas critique pour la liaison de H2A.Z avec SWR1-C, l'histone H2B ainsi 
que Chz1, la chaperonne spécifique à H2A.Z. La région C-terminale n'est donc pas 
nécessaire pour l'interaction avec SWR1-C. On pense que la région C-terminale de 
H2A.Z serait nécessaire suite à l'incorporation dans la chromatine par SWR1-C afin de 
retenir l'histone dans la chromatine (Wang et al., 2011). Le complexe SWR1 est composé 
de 12 ou 13 sous-unités protéiques incluant sa sous-unité catalytique Swr1(Swi2/Snf2-
related 1), qui possède un domaine ATPase/helicase. Contrairement aux autres protéines 
ATPases de la famille SWI/SNF, le domaine ATPase Swr1 possède une insertion 
séparant le segment en deux sous-unités, soient Swr1 et Eaf1 (Figure 1.5a). La sous-unité 
catalytique Swr1 s’assemblera dans le complexe SWR1 alors que la sous-unité Eaf1 fait 
partie du complexe acétyle transférase NuA4, où elle agit comme plateforme 
d’assemblage pour les sous-unités de NuA4. Chez l’humain, les homologues des sous-
unités Swr1 et Eaf1 forment une protéine nommée p400/hDomino. De manière 
intéressante, Auger et al. (2008) ont créé une protéine chimérique possédant les domaines 
HSA et SANT de la sous-unité Eaf1 et le domaine SWI/SNF de Swr1 de la levure. Cette 
protéine de fusion, possédant des domaines homologues à la protéine humaine 
p400/hDomino, confère la même fonction que Eaf1 in vivo et permet d’incorporer H2A.Z 
dans la chromatine (Auger et al., 2008).  Ce complexe procure l'activité acétyltransférase 
ainsi que l'activité d'échange des histones dépendant de l'ATP (Figure tirée et adaptée de 
Altaf et al., 2009). 
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Figure 1.7 Conservation de la structure et de la fonction de l'histone 
acétyltransférase NuA4 et du complexe ATP-dépendant remodeleur de la 
chromatine SWR1 de la levure aux humains. (A) Représentation schématique mettant 
en évidence la conservation et les liens structuraux et fonctionnels entre le complexe 
humain p400/hDomino et les protéines Eaf1 et Swr1 chez la levure. (B) Représentation 
schématique du complexe acétyltransférase NuA4, du complexe remodeleur de la 
chromatine SWR1 chez la levure et de l'homologue humain de NuA4, hNuA4/Tip60. Les 
protéines des complexes NuA4 et SWR1, distincts physiquement chez la levure, sont 
conservés à travers l'évolution et forment un seul complexe chez l'humain, hNuA4/Tip60.  
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Le complexe SWR1 est responsable d’incorporer H2A.Z dans des endroits spécifiques du 
génome afin de créer des domaines de chromatine spécialisés tels que les régions 
promotrices et régulatrices. L’incorporation spécifique de H2A.Z dans la chromatine et sa 
localisation génomique dépendent donc du recrutement du complexe SWR1 à des sites 
génomiques précis. Chez la levure, il existe une coopération entre le complexe SWR1 et 
l’histone acétyle transférase NuA4 qui mène au recrutement spécifique de SWR1 et à 
l’incorporation de H2A.Z au niveau des promoteurs. La sous-unité Esa1 du complexe 
NuA4 possède une activité acétyle transférase et est responsable de l’acétylation de 4 
lysines conservées des queues N-terminales des histones H2A et H4 (Clarke et al., 1999). 
NuA4 est ciblé aux promoteurs par des facteurs de transcription liant l’ADN et crée des 
régions de la chromatine acétylées sur H2A et H4 (Altaf et al., 2010). La sous-unité Bdf1 
(Bromodomain factor 1) de SWR1-C possède deux bromodomaines qui reconnaissent et 
lient les queues des histones H4 acétylées par NuA4 (Boudreault et al., 2003; Ladurner et 
al., 2003; Matangkasombut et Buratowski, 2003; Kobor et al., 2004 et Durant et Pugh, 
2007). Une fois le complexe SWR1 recruté spécifiquement aux promoteurs par sa sous-
unité Bdf1,  il incorporera H2A.Z dans les nucléosomes locaux (Figure 1.6). Supportant 
cette coopération entre NuA4 et SWR1-C menant à l'incorporation de H2A.Z, la délétion 
de BDF1 ou des mutations ponctuelles des lysines des histones H3 ou H4 diminuent 
l’incorporation de H2A.Z dans la chromatine (Raisner et al., 2005 et Zhang et al., 2005). 
De plus, lorsque le variant H2A.Z est incorporé dans la chromatine par SWR1-C, NuA4 
peut acétyler la région N-terminale de H2A.Z. On suppose que l’acétylation de H2A.Z 
serait impliquée dans la déstabilisation des nucléosomes aux promoteurs pendant 
l’activation de la transcription (Keogh et al., 2006; Babiarz et al., 2006 et Millar et al., 
2006). Aussi, la sous-unité Gcn5 du complexe SAGA, un complexe acétyle transférase 
chez la levure, possède une activité acétyle transférase et peut également acétyler les 
histones H2B et H3 du promoteur (Keogh et al., 2006 et Mehta et al., 2010). De manière 
cohérente, les mutants ESA1 et GCN5 occasionnent une diminution de l’association de 
H2A.Z au niveau des promoteurs (Raisner et al., 2005; Zhang et al., 2005; Durant et 
Pugh, 2007 et Auger et al., 2008).  
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Figure 1.8 Coopération entre le complexe SWR1 et l’histone acétyltransférase NuA4 
pendant la régulation de la transcription. Chez la levure, les complexes NuA4 et 
SWR1 coopèrent afin de préparer la structure de la chromatine au niveau du promoteur 
pour une activation de la transcription rapide. NuA4 est recruté par un facteur de 
transcription préalablement lié au promoteur et acétyle les queues N-terminales des 
histones H4 locales. Les acétylations sur H4 sont reconnues par les bromodomaines de la 
sous-unité Bdf1 du complexe SWR1 permettant le recrutement local de SWR1 et 
l'incorporation du dimère H2A.Z-H2B (Figure tirée et adaptée de Altaf et al., 2009). 
 
 
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les complexes SWR1 et NuA4 sont séparés 
physiquement, mais ils partagent 4 sous-unités, soient Yaf9, Swc4, Arp4 et Act1. Des 
complexes remodeleurs de la chromatine homologues aux complexes SWR1 et NuA4 ont 
été découverts chez les mammifères (Kusch et al., 2004; Ruhl et al., 2006; Gévry et al., 
2007; Wong et al., 2007 et Cuadrado et al., 2011). En fait, NuA4 et SWR1-C sont liés 
fonctionnellement et sont physiquement associés chez les eucaryotes supérieurs. Ces 
complexes sont hautement conservés à travers l’évolution et présentent des sous-unités 
homologues à travers les organismes eucaryotes. Chez l’humain, deux complexes 
remodeleurs de la chromatine ATP-dépendants peuvent incorporer H2A.Z dans la 
chromatine, soient TIP60 et SRCAP. Le complexe TIP60 consiste en une fusion entre 
SWR1-C et NuA4 de la levure formant un seul complexe et possède des sous-unités 
homologues aux deux complexes (Figure 1.5b) (Doyon et al., 2004). Le complexe TIP60 
de la famille SWI/SNF possède la sous-unité ATPase p400, homologue aux sous-unités 
Swr1 et Eaf1 chez la levure (Fuchs et al., 2001). Le complexe TIP60 possède la sous-
unité Brd8, homologue à Bdf1 du complexe SWR1 chez la levure, capable de reconnaître 
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et de lier les queues des histones H4 acétylées grâce à ses bromodomaines (Doyon et 
Côté, 2004). Aussi, le complexe TIP60 comporte la sous-unité Tip60, homologue à Esa1 
du complexe NuA4, qui possède une activité acétyle transférase. Ainsi, le complexe 
TIP60 peut donc cibler les promoteurs en reconnaissant les histones acétylées, échanger 
H2A/H2B pour H2A.Z/H2B ainsi qu’acétyler les histones, dont la queue N-terminale de 
H2A.Z. Le complexe SRCAP (SWI2/SNF2-related CBP activator protein) est homologue 
au complexe SWR1-C seulement, il possède des sous-unités homologues à presque toutes 
les sous-unités de SWR1-C, incluant les 4 sous-unités partagées avec NuA4 chez la 
levure. Ce complexe comporte la sous-unité ATPase p400 permettant l’incorporation des 
dimères H2A.Z/H2B dans la chromatine (Ruhl et al., 2006). Par contre, le complexe 
SRCAP ne possède pas de sous-unité Tip60, homologue à Esa1, et ne peut donc pas 
acétyler les queues N-terminales des histones H2A et H4 (Cai et al., 2005). Chez 
Arabidopsis thaliana, le complexe PIE1, homologue au complexe SWR1 chez la levure, 
interagit avec H2A.Z et est nécessaire pour son incorporation dans la chromatine (Choi et 
al., 2007; Deal et al., 2007 et March-Diaz et al., 2008). Chez Drosophila melanogaster, 
la sous-unité Domino/p400 du complexe Tip60 est homologue à Swr1 et peut catalyser 
l’échange de H2Av in vitro (Kusch et al., 2004).  
 
 
Bien qu’il ait été démontré que le complexe SWR1 est responsable de l’incorporation 
spécifique de H2A.Z au niveau des promoteurs, on pense que la région dépourvue de 
nucléosomes ( « nucleosome-free region » ) est un signal plus spécifique pour la 
déposition de H2A.Z aux promoteurs. La région NFR est une région d’environ 150 paires 
de bases (pb) d’ADN dépourvue de nucléosomes qui se trouve à environ 200 pb du site 
d’initiation de la transcription chez la levure (Yuan et al., 2005). La séquence de cette 
région d’ADN accessible est relativement conservée et contient des sites de liaison pour 
des facteurs généraux de la transcription. Environ 70% des gènes possèdent des régions 
NFR flanquées par deux nucléosomes contenant H2A.Z et 30% des gènes possèdent un 
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ou aucun H2A.Z dans les nucléosomes flanquant la région NFR. Dans une expérience de 
Raisner et al. (2005), un segment d’environ 22 pb provenant du promoteur du gène SNT1 
a été introduit au milieu d’une région codante. De manière surprenante, l’introduction de 
ce segment était suffisante pour former une nouvelle région NFR flanquée par deux 
nucléosomes contenant H2A.Z. Ainsi, il semble que la région dépourvue de nucléosomes 
induit l’incorporation de H2A.Z dans les nucléosomes locaux, et non le contraire. En 
somme, il semble exister au moins deux manières par lesquelles le complexe SWR1 est 
ciblé aux promoteurs, la première est dépendante de l’acétylation des histones au niveau 
du promoteur et la seconde est dépendante d’une séquence d’ADN appropriée dans la 
région dépourvue de nucléosomes (NFR). 
 
 
1.3.2.2 Localisation génomique de H2A.Z 
 
 
Les mécanismes par lesquels H2A.Z régule la transcription, le silençage des gènes, la 
stabilité du génome et le développement ne sont pas clairement définis, mais l’étude de la 
distribution génomique de H2A.Z peut nous informer sur les rôles du variant dans 
différentes régions. En effet, plusieurs groupes de recherche ont réalisé des méthodes de 
localisation de H2A.Z à l’échelle du génome afin d’étudier les rôles et les mécanismes de 
ce variant dans la cellule. 
 
 
Une étude de localisation génomique de H2A.Z par immunofluorescence chez  D. 
melanogaster a révélé que H2A.Z est incorporé à la grandeur du génome, mais que sa 
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distribution n’est pas uniforme et non-aléatoire (Leach et al., 2000). On pense que H2A.Z 
se trouve préférentiellement dans certaines régions spécifiques du génome séparées par 
des régions comportant les histones canoniques. D’un autre côté, H2A étant une histone 
canonique, elle est déposée dans la chromatine de manière dépendante à la réplication de 
l'ADN en phase S et possède une distribution génomique uniforme. Plusieurs groupes de 
recherche ont utilisé la méthode de co-immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) afin 
de déterminer si H2A.Z est préférentiellement trouvé dans de larges domaines 
chromosomiques ou si H2A.Z est associé à des régions spécifiques le long des 
chromosomes. Chez les eucaryotes, H2A.Z est enrichie à la majorité des sites d’initiation 
de la transcription (TSS) de gènes régulés par l’ARN polymérase II, mais aussi dans les 
régions régulatrices comme des amplificateurs et des éléments de frontière (Subramanian 
et al., 2013; Hu et al., 2013 et Ku et al., 2012). Chez S. cerevisiae, il a initialement été 
démontré que H2A.Z est enrichi dans les régions promotrices à comparer aux corps des 
gènes aux loci GAL1, PHO5 et PUR5. Aussi, il a été démontré que la distribution de H2A 
est uniforme dans les régions promotrices de ces loci (Leach et al., 2000; Santisteban et 
al., 2000; Adam et al., 2001 et Larochelle et Gaudreau, 2003). Par la suite, plusieurs 
analyses de H2A.Z à l'échelle du génome par co-immunoprécipitation de la chromatine 
couplée aux puces à ADN (ChIP-chip) ont démontré que H2A.Z est trouvé 
préférentiellement dans les régions promotrices et les régions régulatrices des gènes 
(Zhang et al., 2005; Li et al., 2005; Raisner et al., 2005; Guillemette et al., 2005; Barski 
et al., 2007; Mavrich et al., 2008; Albert et al., 2007).  
 
 
Guillemette et al. (2005) estiment qu’environ 63% des promoteurs du génome de la 
levure contiennent H2A.Z et que ces loci H2A.Z sont distribués de manière uniforme 
dans le génome (Figure 1.7). Zhang et al. (2005) ont observé que H2A.Z est 
préférentiellement trouvé dans les promoteurs sans séquence TATA servant de lieu de 
reconnaissance à l'ARN polymérase II chez les eucaryotes. Selon Raisner et al. (2005), 
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les gènes qui ne disposent pas de H2A.Z dans leurs promoteurs correspondent aux gènes 
dans la cassette silencieuse HMLα, les gènes près des télomères, les cadres de lecture 
incertains et des gènes euchromatiques qui pourraient se trouver près de la frontière avec 
l’hétérochromatine. Bien que la plupart des études sur la localisation génomique de 
H2A.Z semblent cibler spécifiquement les promoteurs, on observe également une 
incorporation aléatoire de H2A.Z à faible niveau dans le corps des gènes (Hardy et al., 
2009 et Hardy et al., 2010). En plus de l’enrichissement de H2A.Z aux promoteurs chez 
Arabidopsis, un niveau considérable de H2A.Z est observé dans les régions codantes 
(Zilberman et al., 2008 et Coleman-Derr et Zilberman, 2012). On suppose que la 
présence de  H2A.Z dans le corps des gènes représente une mauvaise incorporation et que 
la localisation adéquate du variant requiert une déposition spécifique au promoteur par le 
complexe SWR1, mais également une restriction active du variant des corps des gènes 
par des chaperonnes d’histones telles que FACT et Spt6 (Jeronimo et al., 2015).  
 
 
Figure 1.9 Schéma récapitulatif de la localisation de H2A.Z à l'échelle du génome 
chez S. cerevisiae. Le chromosome III est représenté avec les régions télomériques (Tel-
L et Tel-R) et centromérique (CEN). Les loci H2A.Z distribués de manière stochastique 
sur le chromosome sont représentés par des lignes verticales grises. La figure montre 
l'incorporation de H2A.Z près des télomères (haut) et dans les autres régions génomiques 
(bas) (Figure tirée et adaptée de Guillemette et Gaudreau, 2006). 
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Les domaines HZAD identifiés chez S. cerevisiae contiennent des gènes régulés par 
H2A.Z par l'entremise de son rôle de protection contre le silençage télomérique 
(Meneghini et al., 2003). Ces gènes présentent une distribution de H2A.Z différente des 
autres gènes régulés par le variant, soit une distribution débordant les promoteurs et 
occupant le corps des gènes également (Guillemette et al., 2005) (Figure 1.8). Le variant 
d’histone H2A.Z empêcherait l’étalement de l’hérétochromatine et protégerait 
l’euchromatine du silençage télomérique. En effet, la délétion de HTZ1 chez la levure 
permet l'action des protéines déacétylases Sir dans ces régions et l'étalement de 
l'hétérochromatine jusqu'à ces sites menant au silençage des gènes HZAD (Meneghini et 
al., 2003).  
 
 
 
Figure 1.10 Comparaison de la localisation de H2A.Z à un gène HZAD et non-
HZAD par la méthode d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) couplée à la 
puce à ADN. (A) Les données brutes (vert) et lissées (rouge) des ratios H2A.Z/H2B log2 
obtenues par les expériences de puce à ADN sont montrées pour une région de 5 KB 
autour du gène GIT1. Le gène GIT1 est un gène HZAD, et pour ce locus, la localisation 
de H2A.Z déborde le promoteur et s'étale dans le corps du gène. (B) Les données brutes 
(vert) et lissées (rouge) sont également montrées pour une région de 5 KB autour du gène 
SRB8, un gène non-HZAD. Pour ce locus, la localisation de H2A.Z est restreinte au 
promoteur du gène SRB8 (Figure tirée et adaptée de Guillemette et al., 2005). 
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Cette localisation spéciale de H2A.Z est également observée pour plusieurs gènes près 
des télomères qui ne sont pas des gènes HZAD. De manière similaire aux gènes HZAD, 
H2A.Z empêcherait également l'étalement de l'hétérochromatine et protégerait ces gènes 
sous-télomériques non-HZAD du silençage télomérique (Guillemette et al., 2005). De 
manière intéressante, H2A.Z est trouvé dans les éléments isolateurs dans les cellules de 
mammifères, supportant le rôle de H2A.Z dans le maintien des barrières 
hétérochromatique-euchromatique. Ces éléments isolateurs sont des séquences d’ADN 
qui se trouvent entre deux gènes ou deux groupes de gènes afin de prévenir l’étalement de 
l’hétérochromatine (Barski et al., 2007 et Bruce et al., 2005). Aussi, H2A.Z est 
responsable du maintien de l’hétérochromatine péricentromérique pour assurer une 
formation adéquate du centromère (Greaves et al., 2007).  
 
 
Il semble évident que les différents rôles de H2A.Z dans la régulation de la transcription 
sont liés à sa localisation à travers le génome. En effet, lorsque H2A.Z est trouvé dans les 
promoteurs, il est associé à la régulation de la transcription et est activement restreint du 
corps des gènes. D’un autre côté, lorsque H2A.Z est trouvé dans le corps des gènes sous-
télomériques, il joue plutôt un rôle antagoniste au silençage télomérique pour les gènes 
HZAD et certains gènes sous-télomériques. 
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1.3.3 Implication de H2A.Z dans la régulation de la transcription 
 
 
Allis et al. (1980) ont observé que hv1, la version de H2A.Z chez Tetrahymena 
thermophila, est localisé dans les macronoyaux transcriptionellement actifs, et non dans 
les micronoyaux inactifs et ont initialement suggéré que H2A.Z joue un rôle positif dans 
la régulation de la transcription.  Par la suite, plusieurs études chez S. cerevisiae ont 
révélé que H2A.Z est impliqué dans la régulation positive et négative de la transcription 
des gènes (Dhillon et Kamakaka, 2000; Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001; 
Meneghini et al., 2003). Il a été démontré que la délétion de HTZ1 chez S. cerevisiae 
affecte négativement l'induction de la transcription des gènes GAL (Santisteban et al., 
2000 et Adam et al., 2001), PHO5 (Santisteban et al., 2000), PUR5 (Larochelle et 
Gaudreau, 2003), CLN5 et CLB2 (Dhillon et al., 2006) et des gènes activés en réponse 
aux chocs thermiques (Zhang et al., 2005). De plus, la comparaison des transcriptomes 
d’une souche de type sauvage et d’une souche mutante htz1∆ a permis d’identifier 214 
gènes activés et 109 gènes réprimés par H2A.Z (Meneghini et al., 2003). Le nombre de 
gènes activés par H2A.Z pourrait être plus élevé puisque H2A.Z régule l’expression de 
plusieurs gènes inductibles dans différentes conditions spécifiques. Aussi, on suppose que 
le variant pourrait réguler l’expression de certains gènes de manière négative en facilitant 
la liaison de répresseurs aux promoteurs. 
 
 
 Il est évident que H2A.Z joue un rôle dans la régulation de la transcription génique, mais 
les mécanismes par lesquels H2A.Z module la transcription des gènes de manière positive 
et négative ne sont pas encore élucidés. Chez la levure, on pense que H2A.Z régule la 
transcription en positionnant adéquatement les nucléosomes (Guillemette et al., 2005), en 
déstabilisant les nucléosomes (Zhang et al., 2005) et/ou en contactant des coactivateurs 
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ou des composantes de la machinerie de la transcription (Adam et al., 2001 et Lemieux et 
al., 2004).  En effet, un défaut de recrutement des complexes Swi/Snf, SAGA et du 
médiateur au promoteur du gène GAL1 a été observé dans des cellules mutantes htz1∆ 
(Lemieux et al., 2004). Chez les mammifères, H2A.Z est important pour la réorganisation 
locale de la chromatine et la régulation de la transactivation de la transcription par des 
facteurs de transcription tels que p53 (Gévry et al., 2007) et des récepteurs nucléaires 
(Gévry et al., 2009 et John et al., 2008). De manière intéressante, le rôle de H2A.Z dans 
la régulation de la transcription semble différer selon sa localisation génomique, par 
exemple son rôle de modulateur de la transcription aux régions promotrices et son rôle de 
protection contre l'étalement de l'hétérochromatine aux gènes sous-télomériques. On 
pense que H2A.Z joue un double rôle dans la régulation de l’expression selon sa 
localisation en préparant les gènes inactifs pour l’induction rapide de la transcription dans 
l’euchromatine ou en protégeant l’euchromatine du silençage des gènes. Les mécanismes 
de régulation de la transcription par H2A.Z ne sont pas encore élucidés, mais il existe des 
évidences qui impliquent sa localisation aux promoteurs ainsi que le recrutement de 
protéines nucléaires.  Les sections qui suivent détaillent quelques mécanismes par 
lesquels H2A.Z pourrait moduler la transcription des gènes.  
 
 
1.3.3.1 Rôle de H2A.Z dans la régulation de la transcription selon sa localisation 
génomique 
 
 
L’activation de la transcription est un processus comportant plusieurs étapes qui peuvent 
varier selon le groupe de gènes. Connaissant les étapes générales de l’activation de la 
transcription (Figure 1.9), il semble évident que H2A.Z est impliqué dans l’étape de 
remodelage des nucléosomes flanquant la région NFR.  
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Figure 1.11 Schéma décrivant les étapes de l'activation de la transcription des gènes 
inductibles. Le cycle d'activation de la transcription inclut les étapes suivantes: 
l'enlèvement des répresseurs de la transcription liant directement l'ADN dans la région 
dépourvue de nucléosomes (NFR) (A). Le recrutement d'activateurs (B) qui permettront 
un remodelage de la chromatine et l'incorporation des dimères H2A.Z-H2B dans les 
nucléosomes flanquant la région NFR (C). Le recrutement de facteurs généraux de la 
transcription (FGTs) (D) menant au recrutement de l'ARN polymérase II et à la formation 
du complexe de préinitiation de la transcription (CPI) (E). La phosphorylation de la 
sérine 5 du domaine répété en C-terminal de l'ARN polymérase II est le signal pour 
l'initiation de la synthèse d'ARN et le coiffage en 5' de l'ARNm naissant (F).  La 
phosphorylation subséquente de la sérine 2 de l'ARN polymérase II permet la transition 
du complexe de préinitiation en complexe d'élongation (Figure tirée et adaptée de 
Krasnov et al., 2016).  
 
 
En effet, la localisation de H2A.Z aux promoteurs semble importante pour son rôle dans 
l’activation de la transcription, puisque la composition des nucléosomes flanquant la 
région NFR influence la stabilité des nucléosomes et l’état de la transcription 
(Subramanian et al., 2015). Chez les eucaryotes, la région NFR se trouve immédiatement 
en amont du site d'initiation de la transcription (TSS) et les nucléosomes flanquant la 
région NFR sont enrichis en H2A.Z (Raisner et al., 2005; Guillemette et al., 2005; Zhang 
et al., 2005; Millar et al., 2006 et Albert et al., 2007).  Le nucléosome en aval du TSS est 
appelé le nucléosome +1 et représente une barrière à l’initiation de la transcription et à 
l’élongation. Suite à la formation du complexe de préinitiation de la transcription au TSS, 
ce nucléosome empêche le passage de l’ARNpolII et la transition entre le complexe 
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d’initiation et le complexe d’élongation (Rhee et Pugh, 2012; Nock et al., 2012 et Weber 
et al., 2014). Lorsque le nucléosome +1 est enrichi en H2A.Z, le blocage de l’ARNpolII 
est diminué suggérant que l’incorporation de H2A.Z réduit la barrière énergétique pour la 
progression de l’ARNpolII. L’incorporation de H2A.Z dans le nucléosome +1 permet 
donc de moduler la cinétique de l’ARNpolII et diminue l’énergie nécessaire pour la 
progression de l’enzyme et pour l’élongation (Figure 1.10). Ainsi, l’implication de 
H2A.Z dans l’étape de remodelage des nucléosomes flanquant la région NFR semble 
indispensable à une activation de la transcription efficace puisque le nucléosome +1 
prévient la formation du complexe de préinitiation et la progression de l’ARN 
polymérase II.  
 
 
 
Figure 1.12 Les nucléosomes contenant H2A.Z aux promoteurs influencent la 
stabilité nucléosomale et l'état transcriptionnel. (Haut) La transition des nucléosomes 
contenant H2A.Z de manière homotypique à hétérotypique peut réguler l'activation 
génique via la régulation de l'élongation transcriptionnelle. (Bas) Les nucléosomes 
contenant H2A.Z peuvent influencer la stabilité du nucléosome +1 et la progression de 
l'ARN polymérase II (Figure tirée et adaptée de Subramanian et al., 2015).  
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Chez S. cerevisiae, puisque H2A.Z est associé aux promoteurs de gènes inductibles sous 
répression ou qui présentent un niveau d’expression basal, on suppose que H2A.Z est 
localisé dans les promoteurs de gènes inactifs ou très peu transcrits (Guillemette et al., 
2005; Li et al., 2005 et Millar et al., 2006). Une délétion de H2A.Z ne cause pas une 
dérépression des gènes inductibles, mais la délétion cause une transcription diminuée 
dans des conditions induites. Il a été démontré que les promoteurs de gènes hautement 
transcrits, tels que ACT1 et ADH1, sont plutôt dépourvus de nucléosomes (Boeger et al., 
2003; Boeger et al., 2004, Lee et al., 2004; Reinke et Horz, 2003 et Schwabish et Struhl, 
2004). On pense que l’incorporation de H2A.Z au niveau des promoteurs forme une 
structure de la chromatine spéciale qui prépare les nucléosomes à être désassemblés suite 
à l'activation de la transcription de ces gènes (Guillemette et al., 2005).  Les promoteurs 
contenant H2A.Z possèdent des nucléosomes organisés et des régions dépourvues de 
nucléosomes définies contrairement aux promoteurs où H2A.Z est absent (Yuan et al., 
2005 et Guillemette et al., 2005). En effet, un essai de cartographie du positionnement 
des nucléosomes de haute résolution a permis de confirmer le déplacement de 
nucléosomes spécifiques au promoteur du gène GAL1 lorsque H2A.Z est absent 
(Guillemette et al., 2005). Ainsi, on pense que par son positionnement au promoteur de 
gènes inactifs chez la levure, H2A.Z prépare la structure de la chromatine pour le 
recrutement adéquat de la machinerie transcriptionnelle et l’induction de la transcription. 
Contrairement à l’enrichissement de H2A.Z au promoteur, une corrélation négative est 
observée entre l’incorporation de façon aléatoire et à faible niveau de H2A.Z dans le 
corps des gènes et la transcription (Barski et al., 2007; Hardy et al., 2009 et Zemach et 
al., 2010). Ainsi, on suppose que la localisation de H2A.Z au promoteur, et non dans le 
corps des gènes, est importante dans la régulation de la transcription. 
 
 
De manière différente à la levure où H2A.Z marque les promoteurs des gènes inactifs ou 
très peu transcrits, chez les cellules de mammifères, des études ont démontré que H2A.Z 
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peut être associé à des gènes inactifs, mais aussi souvent associé aux promoteurs de gènes 
dont l’expression est activée (Barski et al., 2007). H2A.Z montre une corrélation positive 
avec la transcription chez les animaux, puisque chez les humains et Drosophila 
melanogaster, l’enrichissement de H2A.Z au promoteur corrèle avec le niveau 
d’expression génique (Barski et al., 2007 et Mavrich et al., 2008). L’inactivation de 
H2A.Z par ARN interférent dans les cellules de mammifères cause l’activation de la 
transcription de certains gènes et la répression d’autres gènes. Par exemple, l’inactivation 
de H2A.Z entraîne une dérépression du gène p21 dans les fibroblastes humains, suggérant 
que H2A.Z a un rôle répressif dans la régulation de l’expression de p21 (Gévry et al., 
2007). D’un autre côté, l’inactivation du complexe SRCAP, homologue du complexe 
SWR1 chez la levure et responsable d’incorporer H2A.Z aux promoteurs, entraîne une 
expression réduite des gènes SP-1 et G3BP, suggérant que H2A.Z joue un rôle activateur 
dans la régulation de l’expression de ces gènes (Wong et al., 2007). Une des manières 
dont H2A.Z pourrait réguler l’activation et la répression de la transcription est le maintien 
d'une structure de la chromatine ouverte ou en équilibre aux promoteurs qui rend les 
séquences régulatrices accessibles pour les activateurs et les répresseurs de la 
transcription. Il est important que les séquences régulatrices soient accessibles et que les 
activateurs ou répresseurs puissent être rapidement recrutés ou changés aux promoteurs 
afin de permettre à la cellule d'adapter rapidement l’état transcriptionnel de certains gènes 
en réponse aux signaux environnementaux (Kornberg et Lorch, 1999). 
 
 
De manière intéressante, H2A.Z joue un rôle dans la régulation de l’expression des gènes 
à proximité des télomères, puisqu’environ la moitié des 214 gènes activés par H2A.Z sont 
regroupés dans des domaines à une distance d’environ 30 à 40 kb des télomères, nommés 
domaines activés par Htz1 (HZAD) (Meneghini et al., 2003 et Guillemette et Gaudreau, 
2006). Les gènes réprimés par H2A.Z présentent quant à eux une distribution génomique 
plus aléatoire. Pour les gènes sous-télomériques activés par H2A.Z, le variant est localisé 
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dans le promoteur, mais sa localisation déborde les promoteurs et s’étend également dans 
le corps des gènes (Guillemette et al., 2005). On suppose que H2A.Z empêche 
l’étalement de l’hétérochromatine permettant par le fait même l’expression de ces gènes. 
Lorsque H2A.Z est absent dans les régions sous-télomériques, les protéines déacétylases 
Sir déacétylent les histones H4 et permettent leur déméthylation sur la lysine 4, ce qui 
mène au silençage de l’expression des gènes. L’acétylation de H4 et sa méthylation sur la 
lysine 4 sont des marques euchromatiques. Un double mutant par délétion de H2A.Z et de 
Sir2 empêche l’étalement de l’hétéchromatine et le silençage des gènes dans les régions 
sous-télomériques. Cette observation suggère que la présence de H2A.Z dans ces gènes 
les protège du silençage télomérique dépendant des protéines Sir. De façon similaire, des 
analyses de ChIP dans les cellules de mammifères ont permis de démontrer que H2A.Z se 
trouve dans les éléments isolateurs qui préviennent l'étalement de l'hétérochromatine d'un 
gène silencé à un gène activement transcrit (Barski et al., 2007 et Bruce et al., 2005). Par 
exemple, il a été démontré que H2A.Z est localisé dans les éléments isolateurs du locus 
β-globine chez le poulet (Bruce et al., 2005). Les isolateurs sont particulièrement utiles 
lorsque deux gènes à proximité possèdent des états transcriptionnels différents. Puisque 
H2A.Z est retrouvé dans le corps des gènes actifs sous-télomériques et dans les éléments 
isolateurs, il a été établi que H2A.Z est impliqué dans l’établissement des barrières entre 
l’hétérochromatine et l’euchromatine, ce qui lui permet de moduler la transcription des 
gènes à un autre niveau. 
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1.3.3.2 Rôle de H2A.Z dans le recrutement de protéines nucléaires menant à la 
régulation de la transcription  
 
 
La divergence principale entre les nucléosomes contenant H2A et ceux contenant H2A.Z 
se trouve dans le domaine d’amarrage dans la région C-terminale de H2A.Z, qui présente 
moins de 40% d'identité de séquence avec la région C-terminale de H2A. Les 
nucléosomes contenant H2A.Z possèdent une extension de huit résidus acides s'étalant de 
la région C-terminale de H2A.Z jusqu'à l'histone H2B (Suto et al., 2000). On pense que 
cette surface acide sur les nucléosomes contenant H2A.Z servirait de plateforme de 
recrutement pour des protéines nucléaires. Entre autres, cette surface acide est requise 
pour promouvoir le repliement et la formation de structures secondaires de la chromatine 
chez les eucaryotes supérieurs (Fan et al., 2004). Également, des mutations spécifiques 
dans cette surface acide entraînent une sensibilité aux stress génotoxiques (Jensen et al., 
2011), suggérant une altération des interactions de H2A.Z avec des protéines impliquées 
dans la réponse aux stress ou dans la réparation des dommages à l’ADN. Cette surface 
acide de H2A.Z pourrait jouer le rôle d’une région d'activation de la transcription en 
recrutant des coactivateurs de la transcription, mais seulement lorsque H2A.Z est 
incorporé dans un nucléosome et que la surface acide est formée. Il a été démontré que le 
remplacement de la région C-terminale de H2A.Z par la région correspondante de H2A 
chez  Drosophila melanogaster est létal pour l'embryon, révélant que la fonction spéciale 
de H2A.Z, par rapport à H2A, réside dans sa région C-terminale (Clarkson et al., 1999). 
Une fusion semblable à celle chez D. melanogaster a été réalisée chez S. cerevisiae; la 
région C-terminale de H2A.Z a été remplacée par la région correspondante de H2A pour 
obtenir la fusion ZA (Adam et al., 2001). De manière intéressante, les résultats 
démontrent que la fusion ZA est assemblée de façon appropriée dans les nucléosomes, 
mais ne procure pas la fonction spéciale de H2A.Z dans l'induction de la transcription. 
Par la suite, Larochelle et Gaudreau (2003) ont ajouté une région d’activation de la 
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transcription acide provenant de l’activateur Gal4p (nommée rII') à la fusion ZA. Leur 
hypothèse était qu’une région d’activation de la transcription acide pourrait mimer les 
interactions des complexes remodeleurs de la chromatine et des facteurs de transcription 
avec la nucléosome contenant H2A.Z possédant une surface d'interaction acide. En effet, 
les résultats démontrent que la région acide d'activation de la transcription fusionnée à la 
construction ZA permet de restaurer la fonction spéciale de H2A.Z dans l'induction des 
gènes GAL. Ainsi, ils ont démontré que la région C-terminale de H2A.Z remplit une 
fonction rappelant celle d'une région d'activation de la transcription (Larochelle et 
Gaudreau, 2003). 
 
 
Chez S. cerevisiae, des résultats obetenus par co-immunoprécipitation ont démontré que 
H2A.Z interagit avec l’ARNpolII de manière directe ou indirecte in vitro, mais n'interagit 
pas significativement avec la protéine liant la boîte TATA (TBP). Il semble improbable 
que la cible directe de H2A.Z soit l'ARNpolII, mais plutôt une protéine associée à 
l'ARNpolII pouvant lier l'ADN (Adam et al., 2001).  Aussi, un défaut de recrutement des 
complexes Médiateur, SAGA et Swi/Snf au promoteur du gène GAL1 est observé lorsque 
H2A.Z est absent (Lemieux et al., 2004). Ainsi, on pense que le positionnement incorrect 
des nucléosomes flanquant la région NFR chez la levure est suffisant pour diminuer le 
recrutement de la machinerie de la transcription au promoteur. Chez les cellules de 
mammifères, il a été démontré que H2A.Z est nécessaire pour le recrutement et 
l'association transitoire de facteurs de transcription pionniers aux promoteurs tels que 
Foxa2, un facteur de transcription clé dans le développement et l’activation de la 
transcription, et CLOCK et BMAL1, des facteurs régulant l’expression de gènes suivant 
un rythme circadien (Li et al., 2012 et Mohawk et al., 2012). Chez les mammifères, 
l'association de H2A.Z aux promoteurs précède et favorise le recrutement de l’ARN 
polymérase II et mène ainsi à l’activation de la transcription ou à la préparation du 
promoteur pour une activation subséquente, selon le contexte (Hardy et al., 2009). Par 
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exemple, H2A.Z est recruté au promoteur du gène IL8 suite à un traitement des cellules 
par la daunorubicine, un agent chimiothérapeutique qui s’intercale dans l’ADN et inhibe 
la progression de la topoisomérase II dans la transcription. Au promoteur du gène 
inductible IL8, le recrutement de l’ARN polymérase et l’activation de la transcription 
sont dépendants du recrutement antérieur de H2A.Z.  
 
 
Plusieurs études chez les mammifères ont démontré que H2A.Z est nécessaire via son 
implication dans le silençage des gènes. Pendant le développement précoce chez la 
souris, H2A.Z est principalement localisé dans l’hétérochromatine péricentrique et 
interagit avec la protéine HP1-α et INCENP, essentielles pour la ségrégation des 
chromosomes. Il a été démontré que les protéines HP1-α et INCENP colocalisent et 
interagissent directement avec H2A.Z. De plus, la protéine HP1-α interagit directement 
avec la région C-terminale de H2A.Z et crée une région de chromatine hautement 
condensée (Fan et al., 2004 et Rangasamy et al., 2003). L’inactivation de H2A.Z par un 
ARN interférent entraîne une mauvaise localisation de HP1-α et un défaut de ségrégation 
des chromosomes (Rangasamy et al., 2004). HP1-α et H2A.Z pourraient coopérer afin 
d’établir des régions hétérochromatiques spécifiques et réguler de manière négative la 
transcription de certains gènes (Fan et al., 2004). De plus, le variant d’histone H2Av, 
l'homologue de H2A.Z chez D. melanogaster, est essentiel pour le recrutement de la 
protéine HP1-α pendant la formation de l’hétéchromatine centromérique (Swaminathan et 
al., 2005).  
 
 
Il semble évident que H2A.Z est nécessaire pour le recrutement de certaines protéines 
nucléaires clés pour la régulation de la transcription, mais les interactions directes avec 
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H2A.Z et plus précisément avec la surface acide du nucléosome contenant H2A.Z, n’ont 
pas encore été confirmées.  
 
 
1.3.3.3 Évincement de H2A.Z de la chromatine suite à l'induction de la transcription 
 
 
Bien que la majeure partie de l’assemblage des nucléosomes survient pendant la 
réplication de l’ADN en phase S,  les nucléosomes sont assemblés et désassemblés 
régulièrement pendant le cycle cellulaire afin de rendre l’ADN accessible et permettre 
certains processus (Avvakumov et al., 2011 et Burgess et Zhang, 2013). Des éléments 
régulateurs, tels que les promoteurs et les origines de réplication, sont trouvés dans des 
régions dépourvues de nucléosomes (Eaton et al., 2010 et Yuan et al., 2005). Afin 
d'induire la transcription génique, les facteurs de transcription et l'ARNpolII s'assemblent 
sur la région dépourvue de nucléosomes où l'ADN est accessible et forment le complexe 
de préinitiation de la transcription (Rhee et Pugh, 2012). Le nucléosome immédiatement 
en amont de la région NFR est appelé le nucléosome +1 (Albert et al., 2007) et puisque le 
ce nucléosome cache le TSS de la plupart des gènes chez la levure, il est escompté que le 
nucléosome +1 soit désassemblé à un certain point pendant le processus d'activation de la 
transcription afin de permettre la progression de l’ARNpolII. Ce remodelage implique un 
évincement des histones en amont de l’ARNpolII et une réincorporation des histones 
suite au passage de l’enzyme afin de reformer la structure de la chromatine. En ce qui 
concerne les promoteurs où le nucléosome +1 cache la boîte TATA ou les promoteurs 
présentant un nucléosome fragile à l'intérieur de la région NFR, on suppose que 
l'évincement des histones précède et régule l'assemblage du complexe de préinitiation de 
la transcription (Kubik et al., 2015 et Rhee et Pugh, 2012). Chez les métazoaires, le 
nucléosome +1 se trouve en aval du TSS (Schones et al., 2008) et constitue une barrière à 
 64 
 
l'élongation (Weber et al., 2014). Les nucléosomes +1 sont enrichis pour le variant 
d'histone H2A.Z (Raisner et al., 2005) et forment des nucléosomes moins stables avec le 
variant H3.3 (Jin et Felsenfeld, 2007 et Zhang et al., 2005).  Il a été démontré que 
l'association de H2A.Z aux promoteurs et dans les régions transcrites est perdue 
graduellement suite à l'induction de la transcription (Santisteban et al., 2000; Adam et al., 
2001; Larochelle et Gaudreau, 2003; Guillemette et al., 2005; Li et al., 2005 et Hardy et 
al., 2009). H2A.Z est évincé de la chromatine pendant l’activation de la transcription de 
plusieurs gènes chez la levure (Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001; Larochelle et 
Gaudreau, 2003 et Zhang et al., 2005) et chez les mammifères (Farris et al., 2005).  
 
 
Le mécanisme par lequel H2A.Z est évincé de la chromatine est encore incertain, il n’est 
pas confirmé si seul H2A.Z, le dimère H2A.Z/H2B ou l’octamère d’histones au complet 
est évincé. Il a été démontré que l’élongation de la transcription perturbe la structure de la 
chromatine et que le complexe d’élongation peut distinguer les histones canoniques des 
variants d’histones. En effet, l’élongation permettrait d’évincer les dimères contenant 
H2A et les dimères contenant H2A.Z, mais un mécanisme couplé à la transcription 
permettrait de prévenir la réassociation des dimères contenant H2A.Z au passage de 
l’ARN polymérase II (Hardy et al., 2009). Un enrichissement de H2A.Z est observé dans 
les promoteurs, mais H2A.Z est également incorporé de manière aléatoire et à faible 
niveau dans le corps des gènes. La présence de H2A.Z dans le corps des gènes a 
également été observée dans les plantes et dans les lymphomes B chez la souris 
(Coleman-Derr et Zilberman, 2012; Conerly et al., 2010 et Zilberman et al., 2008). De 
manière similaire aux promoteurs, les variants H2A.Z se trouvant dans les régions 
codantes sont évincés dans les minutes qui suivent l’induction de la transcription dans la 
levure et dans les cellules de mammifères (Hardy et al., 2009 et Hardy et Robert, 2010). 
De plus, une accumulation de H2A.Z dans le corps des gènes est observée lorsque la 
transcription est réduite, suggérant que l’incorporation et l’évincement de H2A.Z couplés 
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à la transcription sont nécessaires pour l’organisation d’une structure chromatinienne 
spéciale par H2A.Z (Hardy et Robert, 2010).  
 
 
Le mécanisme par lequel le complexe d’élongation distingue les dimères contenant H2A 
ou H2A.Z n’est pas clair, mais les diverses chaperonnes d’histones semblent impliquées 
dans ce mécanisme puisqu’elles interagissent avec le complexe d’élongation de la 
transcription. Plusieurs chaperonnes d’histones peuvent faciliter l’assemblage ou le 
désassemblage des nucléosomes pendant la transcription. Par exemple, le complexe 
FACT (facilitates chromatin transcription) et la protéine Spt6, possèdent tous les deux des 
activités de chaperonnes d’histones in vitro (Belotserkovskaya et al., 2003 et Bortvin et 
Winston, 1996) et sont nécessaires dans l’organisation adéquate de la structure 
chromatinienne (Bortvin et Winston, 1996; DeGennaro et al., 2013; Ivanovska et al., 
2011; Jamai et al., 2009; Kaplan et al., 2003; Schwabish et Struhl, 2004 et Voth et al., 
2014). La sous-unité Spt16 du complexe FACT et la protéine Spt6 sont impliquées dans 
l’élongation transcriptionnelle (Hartzog et al., 1998; Kaplan et al., 2000 et Orphanides et 
al., 1998). Bien que ces études aient été menées dans la levure, il existe des protéines 
orthologues aux chaperonnes FACT et Spt6 chez plusieurs eucaryotes, dont l’humain. De 
manière intéressante, la chaperonne humaine FACT peut également distinguer les 
histones H2A.Z et H2A in vitro (Heo et al., 2008). Aussi, la protéine humaine, ANP32E, 
une composante du complexe de remodelage de la chromatine TIP60, est impliquée dans 
l’évincement spécifique de H2A.Z des sites d’initiation de la transcription et des régions 
régulatrices (Mao et al., 2014 et Obri et al., 2014). La chaperonne FACT peut distinguer 
les histones H2A.Z et H2A (Heo et al., 2008 et Jeronimo et al., 2015), mais ne peut pas 
distinguer H2A.X de H2A (Heo et al., 2008), suggérant que ce complexe joue un rôle 
précis dans la prévention de l’incorporation de H2A.Z ailleurs que dans le promoteur. En 
effet, le complexe SWR1 est recruté dans le corps des gènes dans des mutants FACT et 
Spt6, incorporant le variant H2A.Z de façon excessive dans le corps des gènes. De plus, 
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ces protéines présentent une préférence de liaison pour H2A, ce qui pourrait expliquer la 
prévention de la réassociation de H2A.Z avec la chromatine (Hardy et al., 2009). Il a été 
démontré que le complexe FACT et la protéine Spt6 incorporent H2A dans le corps du 
gène suite au passage de l’ARN polymérase et empêchent ainsi la perte de nucléosomes. 
Ces protéines limitent l’association de H2A.Z dans le corps des gènes, car une perte de 
nucléosomes peut mener au recrutement du complexe SWR1 dans le corps des gènes, à 
une mauvaise incorporation de H2A.Z et à l’initiation de la transcription cryptique en ces 
sites (Figure 1.11). En effet, lorsque le complexe FACT ou la protéine Spt6 sont perdus, 
un défaut de réincorporation de H2A et une mauvaise incorporation de H2A.Z dans les 
régions transcrites sont observés et favorisent une initiation cryptique de la transcription 
dans le corps des gènes (Jeronimo et al., 2015). Ainsi, les chaperonnes FACT et Spt6 sont 
nécessaires afin de prévenir une mauvaise incorporation de H2A.Z dans le corps des 
gènes et d'éviter l'initiation cryptique de la transcription (Jeronimo et al., 2015). 
Puisqu'un dérèglement des fonctions de H2A.Z est impliqué dans le développement du 
cancer (Dryhurst et Ausio, 2014; Monteiro et al., 2014 et Rangasamy, 2010), on suppose 
que l’initiation de la transcription cryptique par H2A.Z pourrait contribuer à la 
carcinogenèse (Jeronimo et al., 2015). En effet, des niveaux élevés de H2A.Z sont 
associés à un pronostic négatif dans la progression cancéreuse (Dryhurst et Ausio, 2014; 
Monteiro et al., 2014 et Rangasamy, 2010). Aussi, il a été démontré que la chaperonne 
FACT agit comme un accélérateur dans la formation de tumeurs (Garcia et al., 2013). 
Une transcription anormale est une marque des cellules cancéreuses et l’initiation de la 
transcription cryptique par H2A.Z pourrait être impliquée dans le changement des patrons 
d’expression génique.  
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Figure 1.13 Modèle schématique décrivant les activités de FACT et Spt6 dans le 
maintien de l'état épigénétique et dans la protection contre l'initiation de la 
transcription cryptique. Normalement, les protéines FACT et Spt6 préviennent la perte 
d'histones et réincorporent spécifiquement H2A dans le corps des gènes pendant 
l'élongation transcriptionnelle. Ces protéines assurent une structure de la chromatine 
adéquate et préviennent l'initiation de la transcription cryptique (haut). Lorsque FACT ou 
Spt6 est muté et que leur fonction est compromise, une perte d'histones est observée et 
H2A.Z n'est pas évincé de la chromatine de manière appropriée. Le manque de 
nucléosome dans le corps des gènes mène au recrutement aberrant du complexe SWR1, 
qui incorpore davantage H2A.Z dans la chromatine menant à une accumulation de 
H2A.Z. La structure de la chromatine, pauvre en nucléosome et enrichi en H2A.Z, 
promouvoit l'initiation de la transcription cryptique (bas) (Figure tirée et adaptée de 
Jeronimo et al., 2015). 
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Chez S. cerevisiae, le complexe remodeleur de la chromatine ATP-dépendant INO80 est 
responsable de l’évincement de H2A.Z de la chromatine (Papamichos-Chronakis et al., 
2011). En effet, ce complexe fait partie de la famille SWI/SNF et il catalyserait la 
réaction inverse au complexe SWR1, soit l'échange d'un dimère H2A.Z/H2B pour un 
dimère H2A/H2B. Le complexe INO80 a d’abord été caractérisé chez la levure et 
comporte 12 sous-unités (Shen et al., 2000). Sa sous-unité catalytique, Ino80, possède un 
domaine ATPase et est impliquée dans le remodelage de la chromatine de manière ATP-
dépendante (Shen et al., 2000). Des expériences in vitro ont démontré que INO80 permet 
le glissement de nucléosomes dans la chromatine et faciliterait la transcription en 
arrangeant les nucléosomes du promoteur selon un patron spécifique (Shen et al., 2000 et 
Shen et al., 2003). Il a été démontré que INO80 est recruté au promoteur du gène INO1 
immédiatement après l’induction de sa transcription, en association avec le complexe 
remodeleur de la chromatine SWI/SNF et le complexe modificateur d’histone SAGA. 
Lorsque la transcription est induite, les nucléosomes doivent être remodelés afin de 
permettre la progression de l’ARNpolII. Le complexe INO80 serait impliqué dans ce 
remodelage en évinçant les histones en amont de l’ARNpolII, incluant le variant H2A.Z. 
Une fois la transcription du gène induite, l’évincement des nucléosomes du promoteur est 
essentiel pour une activation complète de la transcription (Barbaric et al., 2007). Un 
mutant de délétion pour le gène ARP5 , codant la sous-unité Arp5 du complexe INO80, 
entraîne une accumulation globale de H2A.Z spécifiquement autour des promoteurs (Yen 
et al., 2013). Par contre, Jeronimo et al. (2015) observent une localisation similaire de 
H2A.Z à l'échelle du génome pour une souche mutante ino80Δ et la souche de type 
sauvage. Ainsi, on pense que le complexe INO80 pourrait contribuer à l'évincement de 
H2A.Z de la chromatine au niveau du promoteur, mais il n'est pas exclu que d'autres 
facteurs ou complexes soient impliqués également.  
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Plus récemment, il a été suggéré que la machinerie de transcription pouvait jouer un rôle 
dans le désassemblement du nucléosome +1 contenant H2A.Z (Tramantano et al., 2016). 
Afin de comprendre la contribution de la machinerie de transcription au désassemblement 
du nucléosome +1 contenant H2A.Z, cette équipe a utilisé des mutants conditionnels afin 
de bloquer l'assemblage du complexe de préinitiation de la transcription (PIC). À l'aide de 
la méthode de co-immunoprécipitation de la chromatine couplée au séquençage à haut 
débit (ChIP-seq), ils ont détecté et mesuré les changements globaux dans l'association de 
H2A.Z à la chromatine. Ainsi, ils ont démontré que le blocage de l'assemblage du PIC 
mène à l'accumulation de H2A.Z aux promoteurs spécifiquement, indiquant que le PIC 
est requis pour l'évincement de H2A.Z de la chromatine. De manière intéressante, 
l'évincement de H2A.Z n'était pas affecté par la déplétion du complexe INO80. Par 
conséquent, l'équipe d'Ed Luk propose un modèle revisité du cycle dynamique 
d'incorporation et d'évincement du variant d'histone H2A.Z (Figure 1.12). Premièrement, 
des complexes remodeleurs de la chromatine ATP-dépendants sont recrutés aux 
promoteurs par des facteurs liant des séquences d'ADN spécifiques afin d'établir la région 
dépourvue de nucléosomes (Figure 1.12, étape I). Le complexe SWR1 est recruté à la 
région NFR par son affinité pour des fragments d'ADN nu, ou à moindre niveau, par 
l'acétylation des histones du promoteur et remplace les deux dimères H2A/H2B du 
nucléosome +1 par des dimères H2A.Z/H2B (Figure 1.12, étape II). Le PIC est assemblé 
au niveau de la région NFR de manière adjacente au nucléosome +1 contenant H2A.Z 
(Figure 1.12, étape III). À un certain point, le PIC engage le site d'initiation de la 
transcription et le nucléosome +1 contenant H2A.Z est désassemblé (Figure 1.12, étape 
IV). Suite à la dissociation de l'ARNpolII et des facteurs généraux de la transcription du 
promoteur, une réassociation de dimères H2A/H2B au niveau du nucléosome +1 est 
observée (Figure 1.12, étape V). Ainsi, il est proposé que les complexes remodeleurs de 
la chromatine en coopération avec la machinerie de transcription coordonnent les 
mouvements des histones au niveau du promoteur menant à une structure dynamique de 
la chromatine propice à la transcription.  
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Figure 1.14 Modèle revisité du cycle d'histones. Étape I: Des complexes remodeleurs, 
tels que RSC, glissent les octamères d'histones afin de positionner le nucléosome +1 de 
manière précise. Étape II: Le complexe SWR1 est recruté à la région NFR et remplace les 
deux dimères H2A/H2B du nucléosome par des dimères H2A.Z/H2B. Étape III: Le PIC 
est assemblé à la région NFR de manière adjacente au nucléosome +1 contenant H2A.Z. 
Étape IV: Le PIC engage le nucléosome +1 contenant H2A.Z, qui est désassemblé, et la 
transcription est initiée. Étape V: un nucléosome canonique contenant H2A est 
réassemblé au niveau du TSS suite à la dissociation de l'ARN pol II et des FGTs du 
promoteur, mais ce nucléosome est positionné de manière imprécise par rapport au TSS 
(Figure tirée et adaptée de Tramantano et al., 2016).  
 
 
1.4 Description du projet de recherche 
 
 
L'étude du remodelage de la chromatine et de l'implication du variant d'histone H2A.Z 
dans différents processus biologiques représente un des axes de recherche de notre 
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laboratoire. Plus spécifiquement, nous étudions depuis plusieurs années l'implication de 
la région C-terminale de H2A.Z dans la transcription génique chez S. cerevisiae. Afin 
d'étudier la région C-terminale de H2A.Z, diverses expériences ont été réalisées dans 
notre laboratoire avec des protéines dérivées de H2A.Z, dont la région C-terminale a été 
modifiée. La protéine de fusion ZA comporte la région N-terminale et le domaine central 
de H2A.Z, mais comporte la région C-terminale de H2A.Z. La protéine de fusion ZA-rII' 
a été créée en fusionnant un domaine acide d'activation de la transcription en C-terminal 
de la protéine ZA.  Il a été démontré par des membres du laboratoire que l'expression de 
la fusion ZA procure aux cellules un phénotype similaire au mutant htz1Δ. De manière 
intéressante, l'ajout de la région d'activation rII' à ZA permet de restaurer la fonction 
spéciale de H2A.Z par rapport à l'induction du gène GAL1 et la résistance aux stress 
génotoxiques. De plus, grâce à la méthode de co-immunoprécipitation de la chromatine 
(ChIP), ceux-ci ont démontré que ZA-rII' se comportait comme H2A.Z en ce qui 
concerne la distribution au niveau des régions promotrices des gènes PHO5 et PUR5, 
c'est-à-dire un enrichissement dans la région promotrice comparativement aux régions 
codantes (Adam et al., 2001 et Larochelle et Gaudreau, 2003).  
 
 
Compte tenu des résultats antérieurs, nous avons émis l'hypothèse que la région C-
terminale de H2A.Z permet des interactions spécifiques nécessaires pour sa localisation 
aux promoteurs et pour le contrôle de la transcription génique. Afin de vérifier cette 
hypothèse, mon projet de maîtrise comportait trois objectifs principaux. Mon premier 
objectif consistait en l'étude du rôle fonctionnel de la région C-terminale de H2A.Z dans 
son incorporation dans la chromatine et dans sa localisation spécifique aux promoteurs à 
l'échelle du génome. Pour ce faire, j'ai réalisé la méthode de co-immunoprécipitation de 
la chromatine couplée aux puces à ADN (ChIP-chip) afin de comparer les localisations de 
H2A.Z, ZA et ZA-rII' à l'échelle du génome. Mon deuxième objectif de maîtrise 
consistait en l'investigation du rôle de la région C-terminale de H2A.Z dans le contrôle de 
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la transcription génique. Pour ce faire, j'ai vérifié l'effet de la modification de la région C-
terminale de H2A.Z sur l'expression globale de gènes essentiels et non essentiels 
impliqués dans différents processus biologiques. Pour mon troisième objectif, nous avons 
appliqué la méthode de protéomique BioID à la levure dans le but d'identifier les 
différentes protéines nucléaires pouvant interagir avec les nucléosomes contenant H2A.Z 
et mener à la régulation de la transcription. Les résultats obtenus pendant ma maîtrise et 
présentés dans ce mémoire permettent un rapprochement entre la localisation spécifique 
de H2A.Z aux promoteurs et son rôle dans la régulation de la transcription chez la levure. 
De plus, notre étude confère à la région C-terminale de H2A.Z un rôle transcriptionnel 
global dans la régulation de l'expression et potentiellement dans d'autres processus 
biologiques.   
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CHAPITRE 2 
MATERIELS ET METHODES 
 
 
 
2.1 Souches de levures et plasmides 
 
 
La souche Saccharomyces cerevisiae W303a haploïde a été utilisée dans cette étude et la 
souche mutante htz1Δ a été obtenue en échangeant l'allèle du gène HTZ1 par une cassette 
contenant le gène de résistance à l'antibiotique CloNat. La cassette a été amplifiée par 
PCR à partir du plasmide pFR6-NAT, a été purifiée puis transformée dans la souche 
W303a de type sauvage. Tous les dérivés de H2A.Z contiennent une étiquette HA insérée 
au site de restriction BglII du gène HTZ1 et sont exprimés sous le contrôle du promoteur 
β-actine. La construction ZA a été générée en fusionnant les acides aminés 1-97 de 
H2A.Z à la région C-terminale d'H2A, soit les acides aminés 91-132 de H2A (Adam et 
al., 2001). La construction ZA-rII' a été générée en ajoutant les acides aminés 840-881 de 
l'activateur Gal4 en C-terminal de la construction ZA. Toutes les constructions ont été 
intégrées au locus URA3 endogène par linéarisation des plasmides par la digestion par 
EcoRV-HF puis par transformation de la souche htz1Δ.  
 
 
2.2 Immunobuvardage de type Western 
 
 
Les cellules ont été cultivées dans un milieu yeast extract-peptone contenant 2% glucose 
jusqu'à la phase exponentielle. 5 DO de cellules ont été récoltées par souche, 
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resuspendues dans de l'eau pure et lysées par l'ajout de NaOH 0,2M. Le lysat est 
centrifugé et la phase solide est resuspendue dans du loading buffer 2X puis bouillie à 
95°C pendant 10 min afin de solubiliser les histones. 6 µL d'extraits protéiques ont été 
chargés sur les gels SDS-PAGE pour l'analyse des protéines. Les niveaux des protéines 
H2A.Z, ZA et ZA-rII' ont été détectés grâce à l'anticorps anti-HA (12CA5; Roche) et le 
niveau de l'histone H3 a été détecté comme contrôle de chargement des échantillons 
grâce à l'anticorps anti-H3 (ab1791; Abcam). Les membranes sont révélées en utilisant la 
trousse de détection (BioRad). Tous les anticorps utilisés dans cette étude sont 
disponibles dans le Tableau 2.1.  
 
 
Tableau 2.1 Anticorps utilisés dans cette étude 
 Manufacturier Numéro de catalogue Applications 
HA tag Roche 12CA5 WB et ChIP 
His tag  Sigma SAB1306085 WB 
Histone H3 Abcam ab1791 WB et ChIP 
 
 
2.3 Essais phénotypiques 
 
 
Un test de croissance est effectué pour déterminer le phénotype de sensibilité aux 
dommages à l’ADN, causés ici par différents agents génotoxiques incluant l'hydroxyurée 
(HU) 100 mM, la caféine 3 mM et le méthyl méthanesulfonate (MMS) 0,02%. Les 
cellules ont été cultivées dans un milieu yeast extract-peptone contenant 2% glucose 
jusqu'à une DO600nm de 0,8-1,0. Les cellules sont récoltées, lavées à trois reprises dans 
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l'eau stérile et diluées à 1 DO/mL. Des séries de dilutions 1/10 de la suspension cellulaire 
sont réalisées et les échantillons sont appliqués sur les boîtes de pétris contenant les 
milieux supplémentés en agents génotoxiques. Les boîtes de pétris sont incubées à 30°C 
pendant 2 à 5 jours.  
 
 
2.4 Essais d'expression par transcription inverse et PCR quantitative (qRT-PCR) 
 
 
Les cellules ont été cultivées dans un milieu yeast extract-peptone contenant 2% glucose 
jusqu'à une DO600nm de 0,6-0,8. Pour l'essai d'induction de la transcription du gène 
GAL1, les cellules ont été cultivées jusqu'à une DO600nm de 0,5-0,6 dans un milieu yeast 
extract-peptone contenant 2% raffinose puis du galactose a été ajouté dans le milieu à une 
concentration finale de 2% pendant 1 heure afin d'induire la transcription du gène GAL1. 
Préalablement à l'induction, 10 DO de cellules ont été récoltées pour le contrôle non 
induit (repressed) et10 DO de cellules ont été récoltées 60 minutes suite à l'induction de 
GAL1 (condition induite). Pour tous les essais d'expression, 10 DO de cellules ont été 
récoltées, centrifugées puis congelées à -80°C jusqu'à l'extraction d'ARN total. Suite à 
l'extraction de l'ARN, le dosage des ARN est effectué avec le nanodrop 1000, les ARN 
sont dilués et l'ADN est éliminé par un traitement à la DNase (Invitrogen). Ensuite, la 
transcription inverse a été effectuée sur 2 µg d'ARN avec l'enzyme MMuLV Reverse 
Transcriptase (Enzymatics) et des oligonucléotides aléatoires. L'ADNc a été analysé en 
utilisant les oligonucléotides appropriés et l'agent intercalant Brilliant SYBR Green. Les 
niveaux d'ARNm pour les gènes d'intérêt ont été normalisés sur le niveau d'ARNm du 
gène constitutif ACT1. Pour l'essai d'expression des gènes associés à H2A.Z, ZA et ZA-
rII', les niveaux d'ARNm normalisés ont été rapportés par rapport au niveau d'expression 
de H2A.Z. Les échantillons ont été analysés en triplicata et les expériences de qRT-PCR 
ont été performées en duplicata.  
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2.5 Co-immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
 
 
Les expériences de co-immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont été réalisées en 
duplicata telles que décrites précédemment (Adam et al., 2001 et Guillemette et al., 2005) 
avec quelques modifications. Brièvement, 50 mL de cellules ont été cultivés dans un 
milieu yeast extract-peptone contenant 2% glucose jusqu'à une DO600nm de 0,6 et fixées 
dans du formaldéhyde à une concentration finale de 1% pendant 10 min. Le 
formaldéhyde a été neutralisé par l'ajout de glycine 2,5M. 350 µL d'échantillons 
d'extraction totale de la cellule (whole-cell extract) ont été incubés avec l'anticorps anti-
HA (12CA5; Roche) ou anti-H3 (ab1791; Abcam) couplés à des billes magnétiques 
(Dynal) pendant une nuit, à 4°C et avec agitation. L'ADN immunoprécipité a été utilisé 
pour des analyses de localisation à l'échelle du génome (voir section 2.7 des matériels et 
méthodes) ou pour des analyses par PCR quantitative. Pour les analyses de ChIP-qPCR, 2 
µL de l'ADN immunoprécipité ont été mélangés avec les oligonucléotides appropriés et 
l'agent intercalant Brilliant SYBR Green. Les signaux de qPCR ont été normalisés par 
rapport à 1% de l'ADN total. Toutes les expériences ont été réalisées au moins deux fois 
et produisent des résultats similaires.  
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2.6 Co-immunoprécipitation de la chromatine couplées aux puces à ADN (ChIP-
chip) 
 
 
Marquage de l'ADN et hybridation 
La localisation de H2A.Z, ZA et ZA-rII' à l'échelle du génome a été déterminée  par 
ChIP-chip tel que décrit précédemment (Guillemette et al., 2005 et Jeronimo et Robert, 
2017). Brièvement, l'ADN immunoprécipité est clivé pour obtenir des bouts francs et 
amplifié par LM-PCR (ligation-mediated PCR) afin d'ajouter de courts oligonucléotides 
unidirectionnels d'ADN double-brin, appelés « linkers ». La réaction d'amplification par 
PCR est réalisée en présence de dUTP modifiés qui seront incorporés dans le produit 
d'amplification. L'ADN amplifié est marqué à l'aide de molécules fluorescentes. Des 
esters NHS monoréactifs fluorescents (Cy-dyes) sont utilisés pour le marquage 
fluorescent puisqu'ils réagissent de manière spécifique avec les dUTP modifiés. Les 
échantillons tests et les échantillons contrôles sont marqués par différentes molécules 
fluorescentes (normalement Cy5 et Cy3). Les échantillons tests représentent les co-
immunoprécipitations de la chromatine avec les protéines d'intérêt H2A.Z, ZA ou ZA-rII'. 
Comme contrôle, nous avons performé des co-immunoprécipitations de la chromatine 
avec l'histone H3 en parallèle pour chacun des duplicata afin de pouvoir normaliser les 
données par rapport à la densité nucléosomale. Également, afin d'obtenir une deuxième 
méthode de normalisation, nous avons réalisé une hybridation des ChIP pour H2A.Z, ZA 
et ZA-rII' en compétition avec 1% de l'ADN immunoprécipité (nommée « 1% input DNA 
» ). Les échantillons tests et contrôles sont combinés et co-hybridés sur la puce à ADN. 
Les fragments d'ADN marqués compétitionnent pour la liaison des sondes sur la puce et 
le rapport d'intensité de fluorescence résultant reflète l'abondance relative des deux 
échantillons marqués.  
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Puces à ADN et analyse des données de ChIP-chip 
Les puces utilisées proviennent de Agilent technologies (Palo Alto, California, États-
Unis) et contiennent un total de 180,000 sondes dont le Tm est ajusté et couvrant 
l'entièreté du génome de la levure avec pratiquement pas d'espaces entre les sondes. La 
lecture des puces à ADN a été réalisée avec l'appareil de lecture Innoscan900 et le 
logiciel Mapix. Les données ont été normalisées par la technique globale Lima Loess et 
les duplicata ont été combinés en utilisant une méthode de pondération de la moyenne 
(Ren et al., 2000). Les données brutes sont obtenues dans un format BED et représentent 
un ratio en log2. Un filtre gaussien a été appliqué aux données brutes (en format BEDs) 
afin de créer une courbe lisse (en format SmoothBEDs) de l'association des protéines 
d'intérêt à l'échelle du génome.  
 
 
2.7 Développement et optimisation d'un protocole pour l'application de la méthode 
BioID chez la levure 
 
 
Mutation de BirA et construction des fusions avec l'enzyme BirA* 
Le plasmide pVTU_260_BirA (Rodgers et al., 2015) encode le gène de la biotine ligase 
provenant de E. coli (BirA) optimisé pour l'expression chez la levure. BirA possède une 
étiquette 6x histidine (6xHIS) dans sa région N-terminale et est exprimée à partir du 
promoteur constitutif ADH1. La version « promiscuous » BirA* porte la mutation R118G 
où l'arginine (codon CGC) en position 118 a été échangée pour une glycine (codon GGT) 
par mutagenèse dirigée. Brièvement, des oligonucléotides se chevauchant et comportant 
le codon désiré (GGT codant pour une glycine) ont été utilisés afin d'amplifier le 
plasmide pVTU_260_BirA et ainsi introduire la mutation R118G. Les plasmides 
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pVTU_260_BirA utilisés comme gabarit sont ensuite digérés par l'enzyme DpnI qui 
reconnaît seulement les sites méthylés. Les plasmides restants, comportant la mutation 
R118G, sont transformés dans des bactéries XL1-gold supercompétentes. Les plasmides 
sélectionnés (nommés pBirA*) ont été vérifiés par séquençage. Une deuxième 
mutagenèse dirigée a été réalisée afin d'enlever le codon STOP du gène BirA* (plasmide 
nommé pBirA*delSTOP) afin de créer une protéine de fusion entre l'enzyme BirA* et 
nos gènes d'intérêt. Les plasmides codant la protéine de type sauvage, nommée BirA-WT, 
ainsi que la version « promiscuous » BirA* (possédant toujours son codon STOP) ont été 
linéarisés par digestion et intégrés dans le génome d'une souche mutante htz1Δ au locus 
URA3. 
 
 
La version « promiscuous » BirA* (pBirA*delSTOP) a été utilisée afin de créer les 
protéines de fusion entre l'enzyme BirA* et H2A.Z, la région C-terminale de H2A.Z 
(Z(98-134)) ou le contrôle EGFP par assemblage de Gibson. Le vecteur pBirA*delSTOP 
a été linéarisé par digestion par l'enzyme de restriction BamHI-HF. Les inserts ont été 
amplifiés par PCR avec des oligonucléotides comportant 20 nucléotides chevauchant les 
régions désirées du plasmide pBirA*delSTOP. Grâce aux homologies de séquences, les 
inserts ont été introduits à la suite du gène BirA* par assemblage de Gibson. L'enzyme 
BirA* est placée en N-terminale de nos protéines d'intérêt. La réaction de Gibson est 
directement transformée dans des bactéries MM294 et les plasmides résultants ont été 
séquencés puis nommés BirA*H2A.Z, BirA*Z(98-134) et BirA*EGFP. Ces plasmides 
ont été intégrés dans le génome d'une souche mutant htz1Δ au locus URA3. 
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Immunobuvardage de type Western 
Pour la méthode BioID, les niveaux des enzymes BirA et BirA* et les niveaux des 
protéines de fusions avec BirA* ont été détectés par immunobuvardage de type Western 
tel que décrit à la Section 2.2, mais en utilisant l'anticorps anti-HIS (Sigma). Les niveaux 
de protéines biotinylées ont été détectés de manière similaire avec quelques 
modifications. Les membranes ont été bloquées dans une solution de sérum albumine 
bovine 1% dans du TBS supplémenté de 0,1% Triton X-100. Les protéines biotinylées 
sont détectées par l'incubation avec la streptavidine couplée à la peroxydase Horseradish 
(1:5,000; GE Healthcare Life Sciences) pendant la nuit, à 4°C, dans le même tampon. Les 
membranes sont lavées puis révélées en utilisant la trousse de détection (BioRad).  
 
 
Cultures et induction de la biotinylation pour la méthode BioID 
Les cellules sont cultivées dans un milieu yeast extract-peptone contenant 2% glucose à 
30°C pendant une nuit et ensuite les cultures sont diluées à une densité optique de 0,2. La 
biotine libre est ajoutée aux cultures à une concentration finale de 50 ou 100 µM. Les 
cultures sont incubées pour différents temps, selon les expériences et diluées 
progressivement pour que les cellules restent en phase exponentielle (DO600nm entre 0,3 
et 1,2). 30 DO de cellules sont récoltées, centrifugées et les culots sont congelés à -80°C 
jusqu'à l'extraction des protéines totales.   
 
 
Extraction des protéines totales de la levure 
Les cellules sont lysées mécaniquement dans un tampon de lyse dénaturant (50 mM 
HEPES KOH pH7,5, 140 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% Na-Deoxycholate, 0,1% 
SDS, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF et 1X mix d'inhibiteurs de protéases) à l'aide de billes 
de verre, pendant 2h à 4°C. Suite à la sonication des extraits cellulaires bruts, les 
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échantillons sont centrifugés 10 minutes, 13 000 RPM, à 4°C et les surnageants sont 
traités avec la DNase I (10 U/mL) et la RNase A (50 µg/mL) pendant 3 heures à 4°C. La 
concentration en protéines est dosée à l'aide d'une coloration de Bradford. Pour l'analyse 
des protéines biotinylées par immunobuvardage de type Western, des dilutions des 
échantillons à une concentration finale de 1 µg/µL ont été réalisées et 5 µg des extraits 
protéiques sont chargés dans les gels SDS-PAGE.  
 
 
Purification des protéines biotinylées par affinité pour la streptavidine 
Pour chaque échantillon traité à la DNase et RNase, un total de 2 mg de protéines sont 
récoltés, ajoutés à 20 µL de billes couplées à la streptavidine (Streptavidin Sepharose 
High Performance de GE Healthcare Life Sciences) et incubés pendant 2 heures, à 4°C, 
avec agitation. Les billes sont préalablement lavées à trois reprises dans du Tris 50 mM 
pH7,5. Ensuite, les billes sont récoltées et lavées pour 3 minutes, à 25°C (toutes les 
étapes subséquentes sont réalisées à 25°C) à 2 reprises dans du tampon de lavage 1 (2% 
SDS), à 1 reprise dans du tampon de lavage 2 (0,1% Na-Deoxycholate, 1% Triton X-100, 
500 mM NaCl, 1 mM EDTA et 50 mM Tris-HCl pH7,5), à 1 reprise dans du tampon de 
lavage 3 (250 mM LiCl, 0,5% NP-40, 0,5% Na-Deoxycholate, 1 mM EDTA et 10 mM 
Tris pH8,0) et à 2 reprises dans du tampon de lavage 4 (50 mM Tris-HCl pH 7,5 et 50 
mM NaCl). Pour l'analyse des protéines biotinylées purifiées par immunobuvardage de 
type Western, les protéines liées aux billes ont été éluées dans du tampon SDS pour 
analyse Western supplémenté par 10 mM de biotine libre et les échantillons sont incubés 
pendant 10 minutes, à 95°C.  
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CHAPITRE 3 
 
 
 
The H2A.Z C-terminal docking domain couples gene promoter dynamics and 
transcriptional outcome in yeast 
 
 
Description de l’article et contribution 
 
 
Plusieurs études ont démontré que la région C-terminale de H2A.Z est requise pour sa 
fonction unique, mais la nécessité du domaine d'amarrage de H2A.Z n'a pas été étudiée 
de manière approfondie en ce qui concerne la localisation génomique du variant ainsi que 
son rôle global dans la régulation de la transcription. À partir des études précédentes sur 
H2A.Z, nous avons émis l'hypothèse que le domaine d'amarrage en région C-terminale de 
H2A.Z est nécessaire afin de médier des interactions spécifiques menant à sa localisation 
précise au niveau du nucléosome +1 ainsi que mener au contrôle de la transcription 
génique. Dans le but de vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé des protéines de 
fusion dérivées de H2A.Z exprimées dans l'organisme modèle Saccharomyces cerevisiae. 
Les versions de H2A.Z, dont la région C-terminale est modifiée, comprennent la protéine 
de fusion ZA, qui possède la région C-terminale de H2A, et la protéine de fusion ZA-rII', 
qui possède une région acide d'activation de la transcription fusionnée en C-terminal de la 
protéine ZA (Adam et al., 2001 et Larochelle et Gaudreau, 2003). Une étude de notre 
laboratoire a suggéré que la région C-terminale de H2A.Z possède une fonction rappelant 
celle d'une région d'activation de la transcription et qu'elle médierait des interactions 
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semblables à la région acide d'activation de la transcription rII" (Larochelle et Gaudreau, 
2003).  
 
 
En comparant les distributions de H2A.Z et des protéines de fusion à l'échelle du génome, 
nous avons démontré que la localisation de H2A.Z au niveau des promoteurs est 
dépendante de sa région C-terminale, puisqu'on observe une diminution de l'incorporation 
de la protéine ZA au niveau du site d'initiation de la transcription à l'échelle du génome 
comparativement à H2A.Z. Nous avons également démontré que la perte de la version 
modifiée de H2A.Z de la chromatine est indépendante de sa liaison au complexe SWR1. 
Nous avons identifié 2240 gènes associés à H2A.Z, c'est-à-dire des gènes présentant un 
enrichissement de plus de deux fois H2A.Z (log2 ratio ≥ 1) au niveau du promoteur, 1128 
gènes associés à ZA-rII' et 370 gènes associés à ZA. Nous avons observé que les gènes 
associés à H2A.Z sont impliqués dans plusieurs processus biologiques et quelques-uns de 
ces processus sont conservés pour les gènes associés à ZA-rII', mais la plupart des 
processus sont perdus pour les gènes associés à ZA. De manière intéressante, nous avons 
démontré que l'expression de gènes non essentiels et essentiels impliqués dans les 
processus enrichis pour les gènes associés à H2A.Z sont dérégulés lorsque la région C-
terminale de H2A.Z est modifiée. Ainsi, nous proposons que le rôle de la région C-
terminale de H2A.Z dans la régulation de la transcription englobe à la fois une 
réorganisation locale de la structure de la chromatine ainsi que l'interaction avec des 
protéines effectrices menant au contrôle de la transcription génique. Cette étude permet 
de faire un rapprochement entre la localisation spécifique de H2A.Z aux promoteurs et 
son implication dans la régulation de la transcription et pour la première fois, nos 
résultats mettent en évidence un potentiel rôle transcriptionnel global pour la région C-
terminal de H2A.Z. 
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Pour ce qui est de la contribution à l'article, les clonages des constructions des protéines 
de fusion ZA et ZA-rII' ont été réalisés dans notre laboratoire tel que décrit 
précédemment (Adam et al., 2001 et Larochelle et Gaudreau, 2003) et utilisées dans cette 
étude sans modification. J'ai réalisé l'entièreté des expériences dont les résultats sont 
présentés dans cet article et j'ai réalisé les analyses bio-informatiques. J'ai rédigé 
l'entièreté de la première version du manuscript qui a ensuite été révisé par mon directeur 
de recherche, Luc Gaudreau.   
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ABSTRACT 
 
 
The replacement of the canonical histone H2A by the histone variant H2A.Z within 
chromatin creates local specialized chromatin domains which can be permissive to 
transcription. H2A.Z is preferentially found in the nucleosomes flanking the nucleosome-
free region of promoters and has a role in positive and negative regulation of gene 
transcription in yeast. The special function of H2A.Z resides in its C-terminal docking 
domain which contains an acidic residu extension that continues onto histone H2B in the 
nucleosome. Although the H2A.Z C-terminal region is required for H2A.Z functions, the 
involvement of its C-terminal region in genome-wide localization and regulation of gene 
expression has not been extensively studied yet. Using H2A.Z C-terminal derivatives, we 
show that the replacement of H2A.Z C-terminal docking domain by the corresponding 
region of H2A, named ZA fusion protein, did not support regular H2A.Z functions, such 
as resistance to genotoxic stress, genome-wide localization and proper nonessential and 
essential gene expression. Interestingly, we show that the fusion of a transcriptional 
activating region to this ZA protein partially restores H2A.Z functions. Thereby, we show 
that the genome-wide location of H2A.Z at gene promoters and its global role in the 
regulation of gene expression are dependent on its C-terminal region. Here we provide 
evidence for a global role of the H2A.Z C-terminal region docking domain in regulation 
of gene transcription by coupling specific localization at gene promoters and the 
transcriptional outcome in yeast. 
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INTRODUCTION 
 
 
The eukaryotic genome is organized as chromatin, of which the nucleosome is the basic 
unit. An individual nucleosome consists of a octameric histone core, formed by two H2A-
H2B dimers and a H3-H4 tetramer, enveloped by 146 base pairs of DNA. This complex 
chromatin structure represents an obstacle to DNA-based processes, including gene 
transcription, DNA replication and DNA repair. Therefore, nucleosomes have to be 
remodeled in specific regions in order to make DNA accessible. Several fundamental 
mechanisms can alter chromatin structure including post-translational modifications of 
histones which may alter the histone properties or the interacting partners (Gelato and 
Fischle, 2008), ATP-dependent chromatin remodeling (Eberharter and Becker, 2004) and 
the replacement of canonical histones by histone variants that may change the histone 
composition of nucleosomes (Henikoff and Ahmad, 2005). The incorporation of histone 
variants creates specialized chromatin domains which can be permissive or not to 
transcription.  
 
 
The histone H2A.Z, a variant of H2A, constitutes one of the histone variants which can 
be incorporated within chromatin in order to create specialized chromatin domains. 
H2A.Z is conserved in diverse eukaryotic organisms, from yeast to mammals, and 
replaces the canonical H2A histone in 5 to 10% of nucleosomes (Leach et al., 2000). In 
Saccharomyces cerevisiae, H2A.Z is encoded by the HTZ1 gene and is non-essential for 
viability, which greatly facilitates functional analyses of this histone variant (Carr et al., 
1994 and Jackson et al., 1996). The histone variant H2A.Z plays roles in regulation of 
gene expression, DNA repair, maintenance of heterochromatic-euchromatic boundaries, 
chromosome segregation and resistance to genotoxic stress (Dhillon and Kamakaka, 
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2000; Santisteban et al., 2000, Adam et al., 2001; Meneghini et al., 2003 and Zlatanova 
and Thakar, 2008). 
 
 
In general, the three-dimensional structure of H2A.Z-containing nucleosomes is similar 
to that of H2A-containing nucleosomes. However, there are subtle differences in specific 
regions that differentiate structures of nucleosomes containing H2A or H2A.Z and that 
may explain their functional differences (Suto et al., 2000). The main divergence between 
the structures of H2A and H2A.Z resides in the C-terminal docking domain of H2A.Z 
which presents less than 40% sequence identity with the corresponding region of H2A. In 
the nucleosome, the H2A.Z docking domain contacts the H3-H4 tetramer and forms an 
acidic residu extension which starts on the αC-helix of H2A.Z and continues onto histone 
H2B. This acidic surface of H2A.Z-containing nucleosomes is suggested to constitute a 
binding platform for interacting partners such as chromatin remodeling complexes or 
transcription coactivators (Suto et al., 2000). The H2A.Z C-terminal docking domain 
contains the M6 region formed by 12 amino acids surrounding the αC helix. The swap of 
the H2A.Z M6 region for the corresponding region of H2A results in embryonic lethality 
in D. melanogaster, demonstrating that the M6 region is essential for H2A.Z function 
(Clarkson et al., 1999). Furthermore, the last 20 amino acids in the C terminus of H2A.Z 
are critical for H2A.Z functions in resistance to genotoxic stress, maintenance of the 
heterochromatin-euchromatin boundaries and GAL1 gene activation (Wang et al., 2011).  
 
 
SWR1-C is an ATP-dependent chromatin remodeling complex from the SWI/SNF family 
that catalyzes the exchange of a H2A-H2B dimer for a H2A.Z-H2B dimer in the 
nucleosome (Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004 and Wu et al., 2005). The 
histone chaperonnes Chz1 and Nap1 bind H2A.Z/H2B dimers and deliver them to the 
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SWR1-C for deposition into chromatin (Park et al., 2005 and Luk et al., 2007). The 
SWR1 complex is responsible for the incorporation of H2A.Z into the two nucleosomes 
(-1 and +1) flanking the nucleosome-free region (NFR)  in promoter regions, because it is 
recruited to promoters by local histone acetylation and nucleosome-free stretches of DNA 
(Boudreault et al., 2003; Ladurner et al., 2003; Matangkasombut and Buratowski, 2003 
and Durant and Pugh, 2007). It was initially suggested that the Swc2 subunit of SWR1-C 
was responsible for recognition and binding to the H2A.Z C-terminal docking domain of 
the H2A.Z/H2B dimer (Mizuguchi et al., 2004 and Wu et al., 2005). Although a loss of 
H2A.Z from chromatin can be observed when its C terminus is truncated, Wang et al. 
(2011) showed that the binding of H2A.Z to Swc2, as well as to histone H2B and the 
specific H2A.Z histone chaperonne Chz1, is independent on its C-terminal docking 
domain.  
 
 
A genomic localization study of H2A.Z by immunofluorescence in D. melanogaster 
revealed that H2A.Z is incorporated genome-wide but in a non-uniform and non-random 
manner (Leach et al., 2000). Therefore, it has been suggested that H2A.Z is preferentially 
found in specific regions of the genome in alternance with regions comprising the 
canonical histone H2A. The deposition of H2A within chromatin is dependent on the S-
phase DNA replication and H2A has a uniform genomic distribution. It has been 
demonstrated that H2A.Z occupies nucleosomes in most promoters in yeast (Guillemette 
et al., 2005, Raisner et al., 2005, Li et al., 2005; Zhang et al., 2005 and Millar et al., 
2006), and this genome-wide localization of H2A.Z at promoters is conserved in 
Drosophila, chicken, plants and mammals (Barski et al., 2007; Mavrich et al., 2008; 
Bruce et al., 2005; Zilberman et al., 2008; Gevry et al., 2007 and Albert et al., 2007). 
Indeed, Guilemette et al. (2005) estimate that about 63% of the yeast promoters contain 
the H2A.Z histone variant.  
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It was initially suggested that H2A.Z plays a positive role in the regulation of gene 
expression based on the observation that hv1, the H2A.Z version of Tetrahymena 
thermophila, was located in the transcriptionally active macronuclei (Allis et al., 1980). 
Since then, several studies in Saccharomyces cerevisiae have shown that H2A.Z is 
involved in positive and negative regulation of gene transcription (Dhillon and 
Kamakaka, 2000; Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001 and Meneghini et al., 2003). 
The comparison of a wild-type and a htz1Δ mutant strain transcriptomes identified 214 
and 109 genes whose expression is respectively activated or repressed by H2A.Z 
(Meneghini et al., 2003). However, the authors suggest that the number of H2A.Z-
activated genes could be higher since H2A.Z regulates the expression of several inducible 
genes under different specific conditions. Several studies have shown that the special 
function of H2A.Z in gene induction resides in its C-terminal region (Adam et al., 2011; 
Larochelle and Gaudreau, 2003; Halley et al., 2010 and Wang et al., 2011). We showed 
that replacing the H2A.Z C-terminal docking domain by the corresponding region of 
H2A impairs the induction of GAL genes (Adam et al., 2001 and Larochelle and 
Gaudreau, 2003). Interestingly, the addition of a transcriptional activating domain is 
sufficient to restore GAL1 and GAL7 activation (Larochelle and Gaudreau, 2003). In 
yeast, it is suggested that H2A.Z regulates transcription by positioning (Guillemette et al., 
2005), by destabilizing nucleosomes (Zhang et al., 2005) and/or by contacting  
components of the transcription machinery (Adam et al., 2001). In mammals, it has been 
demonstrated that H2A.Z is important for the local reorganization of chromatin and the 
regulation of transcription transactivation by transcription factors such as p53 (Gévry et 
al., 2007) and nuclear receptors (Gévry et al., 2009 and John et al., 2008). H2A.Z is 
predominantly found in promoters of inactive or weakly transcribed genes and H2A.Z-
containing nucleosomes are suggested to form a special chromatin structure that prepares 
the nucleosomes to be disassembled upon gene induction. Indeed, the association of 
H2A.Z with gene promoters and coding region is gradually lost following the induction 
of transcription in yeast and in mammals (Santisteban et al., 2000, Adam et al., 2001; 
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Guillemette et al., 2005 and Hardy et al., 2009). During transcription elongation, 
nucleosomes have to be remodeled to allow the passage of the RNA polymerase II 
leading to H2A.Z eviction by histone chaperonnes, such as FACT and Spt6, from gene 
promoters and gene bodies (Hardy et al., 2009).   
 
 
Although previous studies have shown that the C terminus of H2A.Z is required for 
H2A.Z function, the necessity of the H2A.Z C-terminal docking domain has not been 
studied extensively with regards to genome-wide location and transcriptional control. 
Here we provide evidence for a global role of the H2A.Z C-terminal region docking 
domain in regulation of gene transcription by coupling specific localization at gene 
promoters and the transcriptional outcome in yeast. Thus, in order to study the functional 
role of the H2A.Z C-terminal docking domain in its genomic localization and in the 
control of gene transcription, we used chimeric proteins derived from H2A.Z that bear 
modified C-terminal regions. We show that the genome-wide localization of H2A.Z at 
gene promoters is dependent on its C-terminal region. Furthermore, we show that the 
modification of the H2A.Z C-terminal docking domain leads to a loss of localization at 
promoters rather than a mislocalization of the protein. We also demonstrate that the 
special function of H2A.Z in regulation of gene transcription is dependent on its C-
terminal region and that the modification of the C terminus affects the expression of 
genes involved in several biological processes.  
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MATERIAL AND METHODS 
 
 
Yeast strains and plasmids 
 
 
The wild type haploid strain W303a was used in this study. The htz1Δ and swr1Δ haploid 
strains were obtained by replacing the HTZ1 or SWR1 alleles with the gene. The HA-
H2A.Z, HA-ZA and HA-ZA-rII' constructs used in this study are as described previously 
(Adam et al., 2001 and Larochelle and Gaudreau, 2003). Briefly, all H2A.Z derivatives 
bear a HA tag inserted in the BglII site of the HTZ1 gene and were expressed from the 
ACT1 promoter. The ZA fusion was made by fusing amino acids 91-132 of H2A to the C-
terminal part of amino acids 1-97 of H2A.Z (Adam et al., 2001). The ZA-rII' fusion was 
generated by adding amino acids 840-881 of Gal4 to the C-terminal end of ZA 
(Larochelle and Gaudreau, 2003). The plasmids were linearized and integrated at the 
endogenous URA3 locus of htz1Δ or swr1Δ strains.  
 
 
Phenotypic assays 
 
 
The phenotypic assays were performed to determine the ability of H2A.Z derivatives to 
complement htz1Δ-mediated growth deficiency on different media supplemented with 
genotoxic stressors. Yeast cells were grown overnight to logarithmic phase in YPD (2% 
glucose) medium. Cells were washed and tenfold serial dilutions of strains were plated on 
YPD (2% glucose) medium supplemented or not with 100 mM HU, 3 mM caffeine or 
0,02% MMS. Plates were incubated at 30°C for 3-5 days.  
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qRT-PCR 
 
 
Cells were grown in YPD (2% glucose) medium to OD600 of 0.6-0.8. For GAL1 
transcription, cells were grown to an OD600 of 0.5-0.6 in yeast extract medium containing 
2% raffinose and galactose was then added to a final concentration of 2% for 60 min. Ten 
OD600 units of cells were harvested for RNA extraction. RNA was digested with RNase-
free DNase I (Invitrogen) and cDNA was synthesized using M-MuLV reverse 
transcriptase (Enzymatics) and oligo(dT). cDNA was analyzed using the appropriate 
oligonucleotides and Brilliant SYBR Green qPCR. mRNA levels were normalized to that 
of ACT1 mRNA and normalized mRNA levels of htz1Δ and H2A.Z derivatives were then 
compared to mRNA levels of H2A.Z. Samples were analyzed in triplicate and qRT-PCR 
experiments were performed in duplicates.  
 
 
Chromatin immunoprecipitations and ChIP-chip 
 
 
ChIP experiments were performed in duplicates as previously described (Adam et al., 
2001; Guillemette et al., 2005). Briefly, 50 mL of cells were grown in YPD (2% glucose) 
medium to an OD600 of 0.6 and fixed with 1% formaldehyde for 10 min. 350 µl of whole-
cell extract was incubated with either anti-HA (12CA5; Roche) or anti-H3 (ab1791; 
Abcam) antibody coupled to magnetic beads (Dynal) overnight at 4°C with agitation. 
Immunoprecipitated DNA was either used for genome-wide location analysis (see below) 
or qPCR analysis. For ChIP-qPCR analysis, immunoprecipitated DNA was mixed with 
the appropriate oligonucleotides and Brilliant SYBR Green qPCR mix in 20 µl final 
volume. The sequences of the oligonucleotides used for all of the qPCR experiments are 
available in Table S1. For genome-wide location analysis, H2A.Z, ZA and ZA-rII' ChIP 
DNA was hybridized in competition with H3 ChIP DNA or input DNA. The microarrays 
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used for location analysis were purchased from Agilent Technologies (Palo Alto, 
California, United States). The microarrays contain a total of 180,000 Tm-adjusted 60-mer 
probes covering the entire yeast genome with virtually no gaps between probes.  
 
 
ChIP-chip data analysis 
 
 
The ChIP-chip data were normalized using the Limma Loess method, and replicates were 
combined using a weighted average method as described previously (Ren et al., 2000). 
The data were subjected to one round of smoothing using a Gaussian filter (SD = 100 
bp). Aggregate profiles were generated using the Versatile Aggregate Profiler (VAP) 
(Coulombe et al., 2014). In brief, genes were aligned on the TSS and the aligned data 
were averaged over 10 bp bins (200 bins upstream of the TSS and 200 bins downstream 
of the TSS).  
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RESULTS 
 
 
The C-terminus of H2A.Z is required for H2A.Z function in gene induction and 
resistance to genotoxic stress  
 
 
Previous reports have shown that the H2A.Z C-terminal docking domain is essential for 
H2A.Z unique function although the necessity of this region regarding its genome-wide 
location and gene induction has not been extensively studied. In order to study the 
functional role of the H2A.Z C-terminal docking domain, we used the ZA and ZA-rII' 
fusion proteins previously described (Adam et al., 2001 and Larochelle and Gaudreau, 
2003). Briefly, the ZA fusion protein was obtained by replacing the C-terminal docking 
domain of H2A.Z by the corresponding region of H2A (Figure 1A). Larochelle and 
Gaudreau (2003) hypothesized that the H2A.Z C-terminal region should harbour a 
function reminiscent of a transcriptional activating region and therefore created a 
chimeric protein by fusing the ZA protein to the Gal4 acidic transcriptional activating 
region (ZA-rII') (Figure 1A). We reasoned that a transcriptional activating domain could 
mimic the interactions with the H2A.Z C-terminal docking domain and therefore 
complement the phenotypes of htz1Δ cells. Western blotting experiments reveal that the 
ZA fusion protein and H2A are expressed at comparable levels, whereas H2A.Z and ZA-
rII' are expressed at lower levels (Figure 1B). The deletion of HTZ1 impairs the GAL1 
gene induction, as reported by several other studies (Figure 1C, lane 2) (Santisteban et 
al., 2000; Adam et al., 2001 and Larochelle and Gaudreau, 2003). Previous reports have 
shown that the ZA fusion protein is able to assemble into nucleosome particles but could 
not restore the special H2A.Z function in gene induction. As shown previously by primer 
extension analysis (Adam et al., 2001 and Larochelle and Gaudreau, 2003), we show by 
qRT-PCR that the expression of ZA downregulates GAL1 gene transcription to a further 
extent than in htz1Δ cells (Figure 1C, lane 3). Interestingly, expression of ZA-rII' restores 
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full activation of the GAL1 gene transcription by qRT-PCR (Figure 1C, lane 4), 
confirming that the addition of the transcriptional activating domain to the ZA fusion 
protein allows to rescue the transcription defects in htz1Δ cells as previously suggested 
(Larochelle and Gaudreau, 2003).  
 
 
H2A.Z is involved in resistance to genotoxic stress and its function seems to be 
dependent on its C-terminal region since ZA expressing cells are sensitive to hydroxyurea 
(HU), a genotoxic stressor which arrests cells in S phase, similarly to htz1Δ sensitive cells 
(Larochelle and Gaudreau, 2003). Furthermore, the expression of ZA-rII' rescues the 
htz1Δ-mediated HU growth deficiency supporting the hypothesis that the H2A.Z C-
terminal docking domain harbours a function that resembles that of a transcriptional 
activating region. Cells containing H2A.Z truncated versions of the C-terminal region are 
sensitive to genotoxic stressors, such as formamide, caffeine and HU (Wang et al., 2011), 
we therefore tested the ability of the H2A.Z derivatives to confer resistance to genotoxic 
stress induced by HU and caffeine, as well as methyl methanesulfonate (MMS). Cells 
containing the H2A.Z copy had normal growth in comparison to wild-type cells (Figure 
1D). Cells containing the ZA fusion protein exhibited retarded growth on all drugs, 
similarly or to a greater extent than htz1Δ mutant cells (Figure 1D). Interestingly, the 
expression of the ZA-rII' fusion protein can reverse the growth deficiency of htz1Δ 
mutant cells on HU and caffeine, but not on MMS-containing media (Figure 1D). MMS 
is an alkylating agent which modifies both guanine and adenine to cause base mispairing 
and replication blocks, respectively, and are repaired by the base excision repair (BER) 
and DNA alkyltransferases (Beranek, 1990 and Lindahl and Wood, 1999).  
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Figure 1. The C terminus of H2A.Z is required for H2A.Z special function  
(A) Schematic representation of the H2A.Z derivatives used in this study. The fusions 
bear a HA tag in their N-terminus. The positions of the alpha helices, the M6 region and 
the docking domain are indicated. (B) Immunoblot analysis of H2A and H2A.Z chimeras. 
The histone protein levels were determined by immunoblotting with an anti-HA antibody. 
(C) Ability of H2A.Z derivatives to induce GAL1 expression in htz1Δ cells. Cells were 
grown in culture media containing 2% raffinose and GAL1 expression was induced by 
adding 2% galactose. GAL1 expression was quantified by qRT-PCR and quantitative 
PCR signals were normalized to the expression level of ACT1. (D) Ability of H2A.Z 
derivatives to complement htz1Δ-mediated growth deficiency on rich media (YPD) 
supplemented with hydroxyurea (HU) 100 mM, caffeine 3 mM or methyl 
methanesulfonate (MMS) 0,02%. Tenfold serial dilutions of yeast cell suspensions were 
dropped on media and plates were incubated at 30°C for 2-5 days. 
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Genome-wide location analysis of H2A.Z, ZA and ZA-rII' 
 
 
Although the necessity of the H2A.Z C terminus has been studied with regards to local 
H2A.Z incorporation within chromatin and H2A.Z binding to SWR1-C (Adam et al., 
2001, Larochelle and Gaudreau, 2003 and Wu et al., 2005 and Wang et al., 2011), the 
involvement of the H2A.Z C-terminal docking domain in its genome-wide location has 
not been investigated yet. Therefore, we set out a genome-wide location assay (ChIP-
chip) to map H2A.Z and the H2A.Z derivatives across the yeast genome and gain insights 
on the role of the H2A.Z C terminus in its genomic localization.  
 
 
ChIP assays to immunoprecipitate (IP) our target DNA molecules of interest were 
performed using yeast strains bearing HA epitopes on H2A.Z, ZA and ZA-rII'. In every 
case, a ChIP for histone H3 (using an anti-H3 antibody) was hybridized together with the 
H2A.Z, ZA or ZA-rII' ChIPs to control for nucleosomal density. Samples were co-
hybridized to an array containing a total of 180,000 60-mer probes (including controls) 
covering the entire yeast genome with virtually no gaps between the probes. In addition, 
other control experiments where H2A.Z, ZA and ZA-rII' ChIPs are hybridized against 
input DNA were performed. All experiments were performed in duplicate and combined 
using a weighted average method (Ren et al., 2000). A Gaussian filter was applied to the 
datasets in order to create a smooth interpolation occupancy curve.  
 
 
Genomic data visualization using UCSC Genome Browser allowed to determine that the 
Z, ZA and ZA-rII' loci are widely distributed across the yeast genome and in a non-
random manner for all 16 chromosomes (see Figure 2A for a map of Chromosome III and 
Table X to see the whole genome). The H2A.Z genome-wide location data obtained here 
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is in agreement with localization results previously obtained in yeast (Meneghini et al., 
2003; Guillemette et al., 2005; Li et al., 2005; Raisner et al., 2005 et Zhang et al., 2005).  
 
 
 
Figure 2. Genome-wide location analysis of H2A.Z, ZA and ZA-rII'; a zoom on 
chromosome III  
(A) The locations of H2A.Z (orange bars), ZA-rII' (green bars) and ZA (blue bars) are 
shown in raw log2 ratios along chromosome III. (B) A zoom of a 80 KB region between 
positions 220000-290000 shows the log2 ratios of H2A.Z/H3 (orange bars), ZA-RII'/H3 
(green bars) and ZA/H3 (blue bars) of the raw data for each probe in that region. The 
genes in that region are depicted in gray. (C) A zoom of a 35 KB region between 
positions 240000-270000 shows the log2 ratios of H2A.Z/H3 (orange line), ZA-RII'/H3 
(green line) and ZA/H3 (blue line) of the smoothed data obtained by applying a Gaussian 
filter to the raw data for each probe in this region.  
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In general, H2A.Z enrichment peaks overlap ZA and ZA-rII' peaks suggesting that all 
three proteins follow the same non-random genomic distribution. Comparison of the 
localization signals reveals that the localization signal and enrichment peaks are globally 
diminished for the ZA fusion protein than for H2A.Z and ZA-rII' (Figures 2B and 2C), 
suggesting at first sight that the modification of the H2A.Z C-terminal docking domain 
does not affect the localization of the enrichment peaks of the histone variant in the yeast 
genome, but rather the level of incorporation of the protein within chromatin. Manual 
inspection of the data suggests that Z, ZA and ZA-rII' loci are predominantly located 
within promoter regions compared with gene bodies (Figures 2B and 2C). H2A.Z is 
involved in several cellular processes and multiple groups have reported an associated of 
H2A.Z to particular chromosome elements and other transcribed elements (Meneghini et 
al., 2003; Krogan et al., 2004; Guillemette et al., 2005; Wang et al., 2011). Given that the 
various functions of H2A.Z seem to be associated with its genome-wide localization, we 
verified if the localization of H2A.Z at centromeres, replication origins, HZAD (Htz1-
activated domain) genes, tRNA genes and small nuclear RNA (snoRNA) genes is 
dependent on its C-terminal region (Figure 3). We found that H2A.Z is enriched around 
centromeres and replication origins as expected, but the H2A.Z distribution pattern 
changes when the C-terminal docking domain is modified (Figures 3A and 3B), which 
may affect its role in chromosome segregation and DNA replication. H2A.Z is enriched 
around the TSS of HZAD genes, tRNA genes and snoRNA genes (Figures 3C-3E), 
suggesting that the role of H2A.Z in transcription is not limited to pol II-transcribed 
genes but also to pol III-transcribed genes. Furthermore, the replacement of the H2A.Z C-
terminal region by the corresponding region of H2A causes a loss of the H2A.Z 
derivative over those genes (Figures 3C-3E). Interestingly, the addition of the 
trancriptional activating domain partially restores the localization over the HZAD genes 
and tRNA genes (Figures 3C and 3D), but not over the snoRNA genes (Figure 3E). In all 
cases, these results suggest that the H2A.Z C-terminal docking domain has a role in the 
transcription of the protein-coding genes, but also in the transcription of other transcribed 
elements. 
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Figure 3. H2A.Z, ZA and ZA-rII' occupancies at particular chromosome elements 
and other transcribed elements  
Alignment of genomic data (smoothed log2 ratios) with respect to a reference point or to 
coordinates, over particular chromosome elements and other transcribed elements using 
the Versatile Aggregate Profiler (VAP) tool. Representation of the average occupancy of 
H2A.Z duplicates (black line), ZA-rII' duplicates (blue line) and ZA duplicates (green 
line) over centered centromeres (A), centered replication origins (B), the TSS of HZAD 
genes (C), the TSS of tRNA genes (D), and the TSS of snoRNA genes (E) are shown. 
 
 
The genome-wide location of H2A.Z at gene promoters is dependent on its C-
terminal region 
 
 
Several genome-wide studies showed that H2A.Z is preferentially localized at promoter 
and regulatory regions and that this localization is conserved from yeast to mammals 
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(Guillemette et al., 2005, Raisner et al., 2005, Li et al., 2005; Zhang et al., 2005; Millar 
et al., 2006; Barski et al., 2007; Mavrich et al., 2008; Bruce et al., 2005; Zilberman et al., 
2008; Gevry et al., 2007 and Albert et al., 2007). Larochelle and Gaudreau (2003) 
showed that the distribution of ZA over the PHO5 and PUR5 locus is similar to that of 
H2A rather than to H2A.Z, suggesting that the localization of H2A.Z at gene promoters is 
dependent on its C-terminal region. A first manual inspection of our genomic data 
suggests that H2A.Z is predominantly located within promoter regions as expected and 
that the distributions of ZA and ZA-rII' are similar to that of H2A.Z (Figures 2B and 2C). 
This feature is illustrated in Figure 2C, which shows a zoom on the H2A.Z, ZA and ZA-
rII' occupancies in a 30 KB region between position 240,000 - 270,000 on Chromosome 
III. An enrichment of H2A.Z, ZA and/or ZA-rII' is observed upstream of every ORF 
shown in Figure 2C, and very few genes show an enrichment of H2A.Z, ZA and/or ZA-
rII' in the coding region. The intergenic region where two genes converge, for example 
SOL2 and ERS1, do not show an enrichment of H2A.Z, ZA or ZA-rII'. The intergenic 
region between two divergent genes, for example YCR087C-A and ABP1, contains two 
separate enrichment peaks of H2A.Z, ZA and ZA-rII', supporting the idea that almost 
each promoter is enriched in H2A.Z. 
 
 
In order to determine the involvement of the H2A.Z C-terminal docking domain in its 
genomic localization at promoters, we profiled H2A.Z, ZA and ZA-rII' localizations over 
yeast promoters using the Versatile Aggregate Profiler (VAP) tool (Coulombe et al., 
2014). The enrichment data was aligned for all genes with respect to a reference point, 
the transcription start site (TSS), and shows that H2A.Z is enriched in the promoter 
regions compared to coding regions, as expected (Figure 4A). The distribution of ZA-rII' 
is similar to that of H2A.Z over yeast promoters showing that the addition of the 
transcriptional activating region to the ZA fusion protein partially restores the localization 
at gene promoters genome-wide (Figure 4A). When the H2A.Z C-terminal region is 
replaced by the corresponding region of H2A, a decreased signal is observed over yeast 
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promoters (Figure 4A), indicating that the specific genome-wide localization of H2A.Z at 
promoters is dependent on its C-terminal region. Moreover, we performed ChIP-chip 
using an alternative normalization method, on the ChIP input DNA, in order to verify if 
the observed enrichment peaks over the TSS of yeast genes aren't due to the nucleosome-
free region in the promoter regions. As for the normalization on nucleosomal density, we 
observed a H2A.Z enrichment over yeast promoters and a ZA-rII' enrichment but at a 
lower level (Figure 4B). We observe a small ZA peak over the TSS, but the ZA signal at 
the TSS is lower than in the coding region, confirming that the H2A.Z genome-wide 
location of H2A.Z over gene promoters is dependent on its C-terminal region. 
Interestingly, we compared the H2A.Z, ZA and ZA-rII' occupancies over yeast promoters 
to that of the total nucleosomes (Figure 4B). Importantly, the H2A.Z enrichment peak 
overlap with the +1 nucleosome over yeast promoters as expected, but we observe a 
shifting of the ZA-rII' and ZA peaks toward the +2 nucleosome in a genome-wide 
manner. In order to confirm these data, we performed ChIP-qPCR experiments to 
measure and compare the H2A.Z, ZA and ZA-rII' occupancies over the DAL5 locus. A 
zoom in a 7 Kb region on ChrX shows the ChIP-chip data for H2A.Z, ZA and ZA-rII' 
occupancies over the DAL5 locus (Figure 4C). Reminiscent of the genomic data, we 
observe an enrichment of all three proteins of interest in the intergenic region between the 
DAN4 and DAL5 genes (Figure 4D).  
 
 
The H2A.Z, ZA and ZA-rII' distribution profiling over yeast promoters using VAP 
allowed to determine the number of genes with at least a 2-fold enrichment (log2 value ≥ 
1) of H2A.Z, ZA or ZA-rII' at the TSS. We identified 2240 genes which showed at least a 
2-fold enrichment of H2A.Z at the TSS, and called them " H2A.Z-associated genes ''. 
These genes represent 44% of the yeast verified ORFs and are potentially 
transcriptionally H2A.Z-regulated genes. We also identified 1128 ZA-rII'-associated 
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genes (22% of verified ORFs) and 370 ZA-associated genes (7%). 
 
 
 
Figure 4. H2A.Z and ZA-rII' are enriched in promoter regions compared with 
coding regions  
(A) Alignment of genomic data (smoothed log2 ratios) with respect to a reference point, 
the transcription start site. Representation of the average occupancy normalized on 
nucleosomal density of H2A.Z duplicates (black line), ZA-rII' duplicates (blue line) and 
ZA duplicates (green line) over the promoters of the 5060 verified open reading frames in 
yeast. (B) Alignment of the smoothed data (log2 ratios) of H2A.Z, ZA and ZA-rII' IPs 
normalized on input DNA and the total nucleosomes (gray line) over the yeast promoters. 
(C) A zoom of a 7 KB region between positions 715000-722000 on chromosome X 
shows the log2 ratios of H2A.Z/H3 (orange line), ZA-RII'/H3 (green line) and ZA/H3 
(blue line) of the smoothed data over the DAL5 locus for each probe in this region. (D), 
(E) and (F) htz1Δ strains complemented by one copy of H2A.Z, H2A, ZA or ZA-rII'  
bearing a HA tag for co-immunoprecipitation were used to carry out ChIP-qPCR 
experiments in order to determine their distributions over the DAL5 locus under non-
induced transcriptional conditions. Histones occupancies over the DAL5 locus were 
assessed by quantitative PCR and the IPs signals were normalized to input DNA. 
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The Comparison of the H2A.Z-, ZA-, and ZA-rII'-associated genes sets allowed to 
identify unique and shared associated genes among the three proteins of interest. Of the 
2240 H2A.Z-associated genes, 1188 genes (53%) are only associated with H2A.Z, which 
means the association of H2A.Z to those genes is lost when its C-terminal region is 
modified (Figure 5A). The replacement of the H2A.Z C-terminal region by the 
corresponding region of H2A causes a loss of occupancy at 1884 gene promoters 
compared to H2A.Z, but the localization is conserved at 356 gene promoters since 356 of 
the 370 ZA-associated genes, overlap with the H2A.Z-associated genes set (Figure 5A). 
Interestingly, the addition of the acidic transcriptional activating domain to the ZA fusion 
protein restores the localization at 696 genes compared to the ZA protein alone, but still 
causes the loss of incorporation of the H2A.Z derivative at 1225 gene promoters (Figure 
5A), supporting the idea that the modification of the H2A.Z C-terminal region causes a 
loss of occupancy at promoters rather than a mislocalization of the protein. We set out to 
determine if the loss of H2A.Z derivatives from chromatin at gene promoters is due to a 
loss of binding to SWR1-C, the ATP-dependent remodeler responsible for exchanging 
H2A/H2B for H2A.Z/H2B dimers in the nucleosome (Krogan et al., 2003; Mizuguchi et 
al., 2004 and Wu et al., 2005). We performed ChIP-qPCR experiments to measure and 
compare the H2A.Z, ZA and ZA-rII' occupancies over the DAL5 locus in a wild-type 
(WT) and a swr1Δ mutant strains. A zoom in a 7 Kb region on ChrX shows the ChIP-
chip data for H2A.Z, ZA and ZA-rII' occupancies over the DAL5 locus (Figure 4B). 
Reminiscent of the genomic data, we observe an enrichment of all three proteins of 
interest in the intergenic region between the DAN4 and DAL5 genes in the WT strains 
(Figure 5C). However, we observe a change of  the H2A.Z, ZA and ZA-rII' distribution 
patterns in the swr1Δ mutant strains namely we observe a loss of the enrichment peaks 
and a more uniform distribution over promoter and coding regions  (Figure 5C). These 
results suggest that the SWR1 complex incorporates H2A.Z as well as ZA and ZA-rII' 
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within chromatin at gene promoters and that the loss of H2A.Z derivatives from gene 
promoters is not due to an inability of the H2A.Z derivatives to bind to SWR1-C.  
 
 
H2A.Z and ZA-rII' occupy TFIID-enriched promoters of inactive or weakly 
transcribed genes 
 
 
H2A.Z is involved in the regulation of transcription and gene expression (Dhillon and 
Kamakaka, 2000; Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001 and Meneghini et al., 2003), 
and the C terminus of H2A.Z is required for proper GAL1 expression (Adam et al., 2001; 
Larochelle and Gaudreau, 2003 and Wang et al., 2011). Gene promoters are divided as 
either TATA-containing or TATA-less and transcription from these promoters is mainly 
mediated by SAGA and TFIID, respectively (Basehoar et al., 2004 and Huisinga and 
Pugh, 2004). A clear negative correlation between H2A.Z occupancy and the presence of 
a TATA box in the promoter has been reported, and therefore, it has been suggested 
H2A.Z preferentially occupies TATA-less promoters (Zhang et al., 2005). We observe 
that the vast majority of H2A.Z-associated genes occupy TATA-less (74%) and TFIID-
enriched (70%) promoters (Figure 6A), confirming the previous study. Moreover, ZA-
rII'-associated genes preferentially occupy TATA-less (77%) and TFIID-enriched (73%) 
promoters as well (Figure 6B). These results suggest that the H2A.Z C-terminal region 
mediates interactions with similar downstream effectors than the Gal4 yeast activator 
leading to transcriptional control. 
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Figure 5. The modification of the C-terminal region of H2A.Z causes a SWR1-C 
independent loss of localization at promoters  
(A) Venn diagram depicting the overlapping and unique H2A.Z, ZA and ZA-rII'-
associated genes. 1188 genes are uniquely associated with H2A.Z showing that the 
localization at about half of the potential H2A.Z-regulated genes is loss when the H2A.Z 
C terminus is modified. The expression of ZA-rII' partially restored the localization at 
696 genes when compared to ZA. The majority of ZA-associated genes overlap with 
H2A.Z-associated genes. (B), (C) and (D) htz1Δ swr1Δ strains complemented by one 
copy of H2A.Z (B), ZA (C) or ZA-rII' (D)  bearing a HA tag for co-immunoprecipitation 
were used to carry out ChIP-qPCR experiments in order to determine their distributions 
over the DAL5 locus under non-induced transcriptional conditions. Histones occupancies 
over the DAL5 locus were assessed by quantitative PCR and the IPs signals were 
normalized to input DNA.  
 
 
In yeast, H2A.Z marks promoters of inactive or weakly transcribed genes and prepares 
nucleosomes for disassembly upon gene induction (Santisteban et al., 2000; Adam et al., 
2001; Guillemette et al., 2005 et Hardy et al., 2009). A negative correlation between 
H2A.Z occupancy at promoters and transcription rate has been reported and implicated in 
regulating gene expression (Santisteban et al., 2000; Guillemette et al., 2005 and Zhang 
et al., 2005). We observe that the H2A.Z and ZA-rII' occupancies at gene promoters are 
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inversely correlated to the RNA pol II occupancy, the expression level and transcription 
rates of all verified genes (Figures 6C and 6D). These results suggest that the H2A.Z C-
terminal region is not only important for proper localization at promoters, but that the C-
terminal region links H2A.Z dynamics at gene promoters and the transcriptional outcome.  
 
 
Figure 6. H2A.Z and ZA-rII' occupy TFIID-enriched promoters of inactive or 
weakly transcribed genes 
(A) The percentage of TATA-less or TATA-containing and TAF1-enriched or TAF1-
depleted promoters among the 2240 H2A.Z-associated are shown. (B) Same as in (A) but 
for the 1128 ZA-rII'-associated genes. (C) H2A.Z and ZA-rII' occupancies are inversely 
correlated with RNA polymerase II occupancy and the expression level (mRNA 
copies/cell). Genes were sorted by expression level and separated into 4 groups of 
decreasing expression level (x axis), and compared to H2A.Z, ZA-rII' and RNA 
polymerase II occupancies of ChIP enrichment (log2 ratio, y axis). (D) Same as in (C) but 
genes were sorted by transcription rate (transcripts/min), and compared to H2A.Z, ZA-rII' 
and RNA polymerase II occupancies.    
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A global role for the H2A.Z C-terminal docking domain in gene transcription 
regulation in several biological processes 
 
 
Given that the expression of a great proportion of genes is potentially regulated by H2A.Z 
(44% of verified ORFs), we propose that the H2A.Z C-terminal docking domain plays an 
essential role in the regulation of several biological processes. We used the AmiGO tool 
(Princeton University) in order to identify significant unique and shared Gene Ontology 
terms among H2A.Z, ZA and ZA-rII'-associated genes and to determine in which 
biological processes they are classified (Tables 1, 2 and 3). We identified a few biological 
processes for which a role of H2A.Z was previously reported (Zlatanova et Thakar, 
2008), and that were significantly enriched among our H2A.Z-associated genes (Table 1), 
for example transcription from RNA polymerase II promoter (-Log(p-value)= 18,0306), 
DNA repair (-Log(p-value)= 12,3215), chromosome segregation (-Log(p-value)= 
8,9031), chromatin silencing (-Log(p-value)= 5,7520), and RNA splicing (-Log(p-
value)= 5,2733). Interestingly, most of these biological processes were not or less 
enriched among ZA and ZA-rII'-associated genes (Tables 2-4). Moreover, the enrichment 
of some of the biological processes is conserved between H2A.Z and ZA-rII'-associated 
genes (Table 4), for example transcription from RNA polymerase II promoter (-Log(p-
value)=18,0306 and 18,1001, respectively), chromatin organization (-Log(p-
value)=15,0039 and 15,6253, respectively), and protein complex biogenesis (-Log(p-
value)=6,9469 and 5,3958, respectively). Surprisingly, only one biological process, 
DNA-templated transcription, initiation, is significantly enriched among H2A.Z, ZA and 
ZA-rII'-associated genes. Our Gene Ontology term enrichment analysis of H2A.Z, ZA 
and ZA-rII'-associated genes indicate that the H2A.Z C-terminal region could be 
important for regulation of genes involved in several biological processes.  
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Table 1. Gene Ontology term enrichment for H2A.Z-associated genes 
GO Term GO ID GO Term Usage in Gene List 
Genome Frequency of 
Use -Log(p-value) 
cytoskeleton organization  GO:0007010 158 of 2240 genes, 7,05% 254 of 6448  genes, 3,94% 20,853872 
transcription from RNA polymerase II 
promoter  
GO:0006366 267 of 2240 genes, 11,92% 526 of 6448  genes, 8,16% 18,0305841 
mitotic cell cycle  GO:0000278 204 of 2240 genes, 9,11% 372 of 6448  genes, 5,77% 18 
chromatin organization  GO:0006325 186 of 2240 genes, 8,30% 345 of 6448  genes, 5,35% 15,0039263 
cellular response to DNA damage stimulus  GO:0006974 183 of 2240 genes, 8,17% 342 of 6448  genes, 5,30% 14,2448877 
DNA repair  GO:0006281 159 of 2240 genes, 7,10% 295 of 6448  genes, 4,58% 12,3214816 
regulation of organelle organization  GO:0033043 166 of 2240 genes, 7,41% 315 of 6448  genes, 4,89% 11,7825161 
organelle fission  GO:0048285 157 of 2240 genes, 7,01% 298 of 6448  genes, 4,62% 10,954677 
mRNA processing  GO:0006397 123 of 2240 genes, 5,49% 219 of 6448  genes, 3,40% 10,5751184 
regulation of cell cycle  GO:0051726 144 of 2240 genes, 6,43% 269 of 6448  genes, 4,17% 10,530178 
Golgi vesicle transport  GO:0048193 115 of 2240 genes, 5,13% 202 of 6448  genes, 3,13% 10,2533658 
chromosome segregation  GO:0007059 121 of 2240 genes, 5,40% 223 of 6448  genes, 3,46% 8,90308999 
RNA catabolic process  GO:0006401 88 of 2240 genes, 3,93% 153 of 6448  genes, 2,37% 7,4828041 
protein targeting  GO:0006605 107 of 2240 genes, 4,78% 198 of 6448  genes, 3,07% 7,37986395 
protein complex biogenesis  GO:0070271 159 of 2240 genes, 7,10% 330 of 6448  genes, 5,12% 6,94692156 
tRNA processing  GO:0008033 76 of 2240 genes, 3,39% 130 of 6448  genes, 2,02% 6,53313238 
nucleus organization  GO:0006997 50 of 2240 genes, 2,23% 75 of 6448  genes, 1,16% 6,10846254 
DNA-templated transcription, initiation  GO:0006352 55 of 2240 genes, 2,46% 86 of 6448  genes, 1,33% 5,9625735 
chromatin silencing  GO:0006342 86 of 2240 genes, 3,8% 157 of 7166 genes, 2,2% 5,75202673 
peptidyl-amino acid modification  GO:0018193 114 of 2240 genes, 5,09% 226 of 6448  genes, 3,50% 5,59516628 
signaling   GO:0023052 171 of 2240 genes, 7,63% 373 of 6448  genes, 5,78% 5,537602 
nucleobase-containing compound transport GO:0015931 108 of 2240 genes, 4,82% 213 of 6448  genes, 3,30% 5,30980392 
nuclear transport  GO:0051169 97 of 2240 genes, 4,33% 186 of 6448  genes, 2,88% 5,30103 
RNA splicing  GO:0008380 87 of 2240 genes, 3,88% 162 of 6448  genes, 2,51% 5,27327279 
organelle assembly  GO:0070925 90 of 2240 genes, 4,02% 172 of 6448  genes, 2,67% 4,80410035 
DNA-templated transcription, elongation GO:0006354 59 of 2240 genes, 2,63% 100 of 6448  genes, 1,55% 4,63638802 
DNA replication  GO:0006260 83 of 2240 genes, 3,71% 158 of 6448  genes, 2,45% 4,30715308 
regulation of translation  GO:0006417 80 of 2240 genes, 3,57% 155 of 6448  genes, 2,40% 3,61978876 
response to chemical  GO:0042221 225 of 2240 genes, 10,04% 541 of 6448  genes, 8,39% 3,58502665 
histone modification  GO:0016570 72 of 2240 genes, 3,21% 136 of 6448  genes, 2,11% 3,537602 
organelle fusion  GO:0048284 60 of 2240 genes, 2,68% 109 of 6448  genes, 1,69% 3,24412514 
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mitochondrion organization  GO:0007005 123 of 2240 genes, 5,49% 269 of 6448  genes, 4,17% 3,06550155 
transmembrane transport  GO:0055085 155 of 2240 genes, 6,92% 472 of 6448  genes, 7,32% 2,9788107 
DNA recombination  GO:0006310 88 of 2240 genes, 3,93% 242 of 6448  genes, 3,75% 2,80410035 
mitochondrial translation  GO:0032543 84 of 2240 genes, 3,75% 171 of 6448  genes, 2,65% 2,7235382 
regulation of DNA metabolic process  GO:0051052 59 of 2240 genes, 2,63% 110 of 6448  genes, 1,71% 2,627088 
protein phosphorylation  GO:0006468 108 of 2240 genes, 4,82% 234 of 6448  genes, 3,63% 2,57675413 
transcription from RNA polymerase III 
promoter  
GO:0006383 28 of 2240 genes, 1,25% 41 of 6448  genes, 0,64% 2,46344156 
rRNA processing  GO:0006364 134 of 2240 genes, 5,98% 351 of 6448  genes, 5,44% 2,31785492 
endosomal transport  GO:0016197 59 of 2240 genes, 2,63% 112 of 6448  genes, 1,74% 2,28399666 
ribosome biogenesis  GO:0042254 195 of 2240 genes, 8,7% 475 of 7166 genes, 6,6% 2,22841252 
proteolysis involved in cellular protein 
catabolic process  
GO:0051603 114 of 2240 genes, 5,09% 255 of 6448  genes, 3,95% 2,03105032 
 
Table 2. Gene Ontology term enrichment for ZA-rII'-associated genes 
GO Term GO ID GO Term Usage in Gene List 
Genome Frequency of 
Use -Log(p-value) 
transcription from RNA polymerase II 
promoter  
GO:0006366 168 of 1128 genes, 14,89% 526 of 6448  genes, 8,16% 18,1007268 
chromatin organization  GO:0006325 121 of 1128 genes, 10,73% 345 of 6448  genes, 5,35% 15,6252517 
mitotic cell cycle  GO:0000278 107 of 1128 genes, 9,49% 372 of 6448  genes, 5,77% 6,97469413 
peptidyl-amino acid modification GO:0018193 74 of 1128 genes, 6,56% 226 of 6448  genes, 3,50% 6,68824614 
DNA-templated transcription, initiation  GO:0006352 38 of 1128 genes, 3,37% 86 of 6448  genes, 1,33% 6,16749109 
histone modification  GO:0016570 51 of 1128 genes, 4,52% 136 of 6448  genes, 2,11% 6,02965312 
cytoskeleton organization  GO:0007010 78 of 1128 genes, 6,91% 254 of 6448  genes, 3,94% 5,70114692 
regulation of organelle organization  GO:0033043 91 of 1128 genes, 8,07% 315 of 6448  genes, 4,89% 5,58502665 
protein complex biogenesis  GO:0070271 85 of 1128 genes, 7,54% 330 of 6448  genes, 5,12% 5,39577395 
cellular response to DNA damage stimulus  GO:0006974 96 of 1128 genes, 8,51% 342 of 6448  genes, 5,30% 5,32239305 
nuclear transport  GO:0051169 60 of 1128 genes, 5,32% 186 of 6448  genes, 2,88% 4,60730305 
nucleus organization  GO:0006997 32 of 1128 genes, 2,84% 75 of 6448  genes, 1,16% 4,3053948 
DNA repair  GO:0006281 83 of 1128 genes, 7,36% 295 of 6448  genes, 4,58% 4,2541448 
nucleobase-containing compound transport  GO:0015931 64 of 1128 genes, 5,67% 213 of 6448  genes, 3,30% 3,76955108 
RNA catabolic process  GO:0006401 50 of 1128 genes, 4,43% 153 of 6448  genes, 2,37% 3,58502665 
regulation of cell cycle  GO:0051726 75 of 1128 genes, 6,65% 269 of 6448  genes, 4,17% 3,39794001 
chromosome segregation  GO:0007059 65 of 1128 genes, 5,76% 223 of 6448  genes, 3,46% 3,32790214 
protein acylation  GO:0043543 31 of 1128 genes, 2,75% 78 of 6448  genes, 1,21% 3,23657201 
 112 
 
transmembrane transport  GO:0055085 80 of 1128 genes, 7,09% 472 of 6448  genes, 7,32% 3,18708664 
chromatin silencing  GO:0006342 50 of 1128 genes, 4,4% 157 of 7166 genes, 2,2% 3,18045606 
DNA-templated transcription, elongation  GO:0006354 36 of 1128 genes, 3,19% 100 of 6448  genes, 1,55% 2,93181414 
mRNA processing  GO:0006397 63 of 1128 genes, 5,59% 219 of 6448  genes, 3,40% 2,91364017 
mitochondrion organization  GO:0007005 73 of 1128 genes, 6,47% 269 of 6448  genes, 4,17% 2,72815839 
ribosome biogenesis  GO:0042254 37 of 1128 genes, 3,28% 120 of 6448  genes, 1,86% 2,71896663 
organelle assembly  GO:0070925 52 of 1128 genes, 4,61% 172 of 6448  genes, 2,67% 2,62893214 
protein phosphorylation  GO:0006468 65 of 1128 genes, 5,76% 234 of 6448  genes, 3,63% 2,50031292 
transcription from RNA polymerase I 
promoter  
GO:0006360 27 of 1128 genes, 2,39% 68 of 6448  genes, 1,05% 2,45345734 
organelle fission  GO:0048285 78 of 1128 genes, 6,91% 298 of 6448  genes, 4,62% 2,42945706 
tRNA processing  GO:0008033 42 of 1128 genes, 3,72% 130 of 6448  genes, 2,02% 2,41116827 
 
Table 3. Gene Ontology term enrichment for ZA-associated genes 
GO Term GO ID GO Term Usage in Gene List Genome Frequency of Use -Log(p-value) 
DNA-templated transcription, initiation  GO:0006352 20 of 370 genes, 5,41% 86 of 6448  genes, 1,33% 4,92445304 
cytoskeleton organization  GO:0007010 34 of 370 genes, 9,19% 254 of 6448  genes, 3,94% 3,50863831 
mRNA processing  GO:0006397 31 of 370 genes, 8,38% 219 of 6448  genes, 3,40% 3,50863831 
transcription from RNA polymerase II 
promoter  
GO:0006366 55 of 370 genes, 14,86% 526 of 6448  genes, 8,16% 3,48148606 
mitotic cell cycle  GO:0000278 43 of 370 genes, 11,62% 372 of 6448  genes, 5,77% 3,27572413 
RNA catabolic process  GO:0006401 24 of 370 genes, 6,5% 153 of 7166 genes, 2,1% 2,92811799 
chromatin organization  GO:0006325 40 of 370 genes, 10,81% 345 of 6448  genes, 5,35% 2,88605665 
regulation of cell cycle  GO:0051726 31 of 370 genes, 8,38% 269 of 6448  genes, 4,17% 2,78515615 
organelle assembly  GO:0070925 24 of 370 genes, 6,5% 172 of 7166 genes, 2,4% 2,00480371 
 
Table 4. Comparison of Gene Ontology term enrichments for H2A.Z, ZA and ZA-rII'-
associated genes 
GO Term (GO ID) H2A.Z -Log(p-value) 
ZA-rII' 
-Log(p-value) 
ZA 
-Log(p-value) 
cytoskeleton organization ( GO:0007010 ) 20,853872 5,70114692 3,50863831 
transcription from RNA polymerase II promoter ( GO:0006366 ) 18,0305841 18,1007268 3,48148606 
mitotic cell cycle ( GO:0000278 ) 18 6,97469413 3,27572413 
chromatin organization ( GO:0006325 ) 15,0039263 15,6252517 2,88605665 
cellular response to DNA damage stimulus ( GO:0006974 ) 14,2448877 5,32239305 0 
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DNA repair ( GO:0006281 ) 12,3214816 4,2541448 0 
regulation of organelle organization ( GO:0033043 ) 11,7825161 5,58502665 0 
organelle fission ( GO:0048285 ) 10,954677 2,42945706 0 
mRNA processing ( GO:0006397 ) 10,5751184 2,91364017 3,50863831 
regulation of cell cycle ( GO:0051726 ) 10,530178 3,39794001 2,78515615 
Golgi vesicle transport ( GO:0048193 ) 10,2533658 0 0 
chromosome segregation ( GO:0007059 ) 8,90308999 3,32790214 0 
RNA catabolic process ( GO:0006401 ) 7,4828041 3,58502665 2,92811799 
protein targeting ( GO:0006605 ) 7,37986395 0 0 
protein complex biogenesis ( GO:0070271 ) 6,94692156 5,39577395 0 
tRNA processing ( GO:0008033 ) 6,53313238 2,41116827 0 
nucleus organization ( GO:0006997 ) 6,10846254 0 0 
DNA-templated transcription, initiation ( GO:0006352 ) 5,9625735 6,16749109 4,92445304 
chromatin silencing (GO:0006342) 5,75202673 3,18045606 0 
peptidyl-amino acid modification ( GO:0018193 ) 5,59516628 6,68824614 0 
signaling ( GO:0023052 ) 5,537602 0 0 
nucleobase-containing compound transport ( GO:0015931 ) 5,30980392 3,76955108 0 
nuclear transport ( GO:0051169 ) 5,30103 4,60730305 0 
RNA splicing ( GO:0008380 ) 5,27327279 0 0 
organelle assembly ( GO:0070925 ) 4,80410035 2,62893214 2,00480371 
DNA-templated transcription, elongation ( GO:0006354 ) 4,63638802 2,93181414 0 
DNA replication ( GO:0006260 ) 4,30715308 0 0 
regulation of translation ( GO:0006417 ) 3,61978876 0 0 
response to chemical ( GO:0042221 ) 3,58502665 0 0 
histone modification ( GO:0016570 ) 3,537602 6,02965312 0 
organelle fusion ( GO:0048284 ) 3,24412514 0 0 
mitochondrion organization ( GO:0007005 ) 3,06550155 2,72815839 0 
transmembrane transport ( GO:0055085 ) 2,9788107 3,18708664 0 
DNA recombination ( GO:0006310 ) 2,80410035 0 0 
mitochondrial translation ( GO:0032543 ) 2,7235382 0 0 
regulation of DNA metabolic process ( GO:0051052 ) 2,627088 0 0 
protein phosphorylation ( GO:0006468 ) 2,57675413 2,50031292 0 
transcription from RNA polymerase III promoter ( GO:0006383 ) 2,46344156 0 0 
rRNA processing ( GO:0006364 ) 2,31785492 0 0 
endosomal transport ( GO:0016197 ) 2,28399666 0 0 
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ribosome biogenesis (GO:0042254) 2,22841252 2,71896663 0 
proteolysis involved in cellular protein catabolic process ( GO:0051603 ) 2,03105032 0 0 
protein acylation ( GO:0043543 ) 0 3,23657201 0 
transcription from RNA polymerase I promoter ( GO:0006360 ) 0 2,45345734 0 
 
 
We used qRT-PCR in order to verify the impact of an enrichment of H2A.Z, ZA or ZA-
rII' at gene promoters on the expression of genes involved in different biological 
processes. We randomly selected 3 genes involved in 10 different biological processes 
significantly enriched among H2A.Z-associated genes, but not or less enriched among 
ZA and ZA-rII'-associated genes. In order to determine if the H2A.Z C terminus regulates 
the expression level of those genes, the mRNA levels in htz1Δ mutant cells and htz1Δ 
cells expressing ZA or ZA-rII' were compared to the mRNA levels in htz1Δ 
complemented by a copy of HTZ1. In most cases, the htz1Δ mutant induced gene 
expression at a lower or higher rate than HTZ1-complemented htz1Δ cells (Figure 7), as 
expected since H2A.Z is involved in positive and negative regulation of gene expression 
(Meneghini et al., 2003). In general, the expression of the tested genes is deregulated in 
cells containing ZA or ZA-rII', and the expression patterns are often similar to that of the 
htz1Δ mutant with regards to upregulation or downregulation of gene expression. Studies 
have reported that the H2A.Z C-terminal region is required for proper GAL1 gene 
induction (Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001; Larochelle and Gaudreau, 2003 
and Wang et al., 2011), and  here we show that the H2A.Z C terminus is required for 
H2A.Z role in the regulation of the expression of several other genes involved in different 
biological processes. Furthermore, since the modification of the H2A.Z C-terminus could 
affect global gene expression in yeast, we interested ourselves in the essential genes 
whose expression could be regulated by H2A.Z. Nearly 30% of H2A.Z, ZA and ZA-rII'-
associated genes are essential genes in yeast (Table 5).  
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Table 5. Comparison of Gene Ontology term enrichments for nonessential and essential 
H2A.Z, ZA and ZA-rII'-associated genes 
 
Associated genes Essential associated genes 
Total Unique to H2A.Z, ZA or 
ZA-rII' 
Total Unique to H2A.Z, ZA or 
ZA-rII' 
H2A.Z 2240 1188 of 2240 genes (53,0%) 614 of  2240 genes (27,4%) 279 of 2240 genes (12,5%) 
ZA 370 12 of 370 genes (3,2%) 113 of 370 genes (30,5%) 3 of 370 genes (0,8%) 
ZA-rII' 1128 111 of 1128 genes (9,8%) 354 of 1128 genes (31,4%) 30 of 1128 genes (2.7%) 
 
From those 614 essential H2A.Z-associated genes, 279 genes are uniquely associated 
with H2A.Z, suggesting that the expression of about 25% of essential genes in yeast is 
potentially regulated by the H2A.Z C-terminal region. Half of the genes we tested by 
qRT-PCR are essential genes (marked with *) and the expression of these essential genes 
is deregulated in htz1Δ mutant cells and in cells containing ZA or ZA-rII' when compared 
to H2A.Z containing cells (Figure 7). Thereby, we show that the modification of the 
H2A.Z C-terminal region affects the expression of nonessential and essential genes 
involved in several biological processes.  
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Figure 7. The modification of the H2A.Z C-terminal docking domain affects 
positively and negatively the expression of nonessential and essential genes in yeast  
qRT-PCR of the mRNA levels of the indicated genes, normalized to levels of ACT1. 3 
genes involved in 10 biological processes were selected, including cytoskeleton 
organization (A), transcription from RNA polymerase II promoter (B), mitotic cell cycle 
(C), DNA repair (D), regulation of organelle organization (E), mRNA processing (F), 
chromosome segregation (G), chromatin silencing (H), RNA splicing (I) and rRNA 
processing (J). Essential genes are marked with an asterisk (*).  
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DISCUSSION 
 
 
H2A.Z has a special function that differentiates the histone variant from the canonical 
H2A. The H2A.Z-containing nucleosome presents an extended acidic patch which is 
suggested to represent a binding platform for nuclear interacting partners (Suto et al., 
2000). In this study we have investigated the functional role of the H2A.Z C-terminal 
docking domain in its genomic localization and in the control of gene transcription.  
 
 
First, we confirmed that the H2A.Z C-terminus is required for H2A.Z special function in 
GAL1 gene induction since the expression of ZA downregulates GAL1 gene expression to 
a further extent than in htz1Δ cells. As previously described, the expression of ZA-rII' 
restores the activation of the GAL1 gene suggesting that the H2A.Z C-terminal docking 
domain has a function reminiscent of a transcriptional activator (Larochelle and 
Gaudreau, 2003). Previous reports have shown that the ZA fusion protein is able to 
assemble into nucleosome particles but could not restore the special H2A.Z function in 
gene induction (Adam et al., 2001 and Larochelle and Gaudreau, 2003), suggesting that 
the H2A.Z C-terminal region is not required for incorporation within chromatin but 
essential for its role in transcriptional activation. We confirmed that the H2A.Z C-
terminus is required for H2A.Z role in resistance to genotoxic stress by assessing the 
ability of the H2A.Z derivatives to confer resistance to genotoxic stress induced by 
Hydroxyurea (HU), caffeine or methyl methanesulfonate (MMS). As expected, cells 
containing the ZA fusion protein exhibited retarded growth on all drugs, whereas the 
expression of the ZA-rII' fusion protein reversed the growth deficiency of htz1Δ mutant 
cells on HU and caffeine, but not on MMS-containing media.Hydroxyurea is a genotoxic 
stressor which arrests cells in S phase, whereas MMS is an alkylating agent which 
modifies both guanine and adenine to cause base mispairing and replication blocks, 
respectively (Beranek, 1990). DNA damage caused by alkylating agents is predominantly 
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repaired by the base excision repair (BER) and DNA alkyltransferases (Lindahl and 
Wood, 1999). Our Gene Ontology term enrichment analysis revealed that the mitotic cell 
cycle and DNA repair are biological processes significantly enriched among H2A.Z-
associated genes, and thus, potentially H2A.Z-regulated processes. Both processes are 
less enriched among ZA-rII'-associated genes and DNA repair is not enriched among ZA-
associated genes, indicating that the modification of the H2A.Z C-terminal region could 
affect the expression of genes involved in DNA repair to a greater extent than those 
involved in the mitotic cell cycle. Consequently, our expression assay shows that the 
expression of genes involved in the mitotic cell cycle is more or less affected by the 
modification of the H2A.Z C-terminus. On the other side, the expression of genes 
involved in DNA repair is greatly deregulated by the expression of ZA or ZA-rII' in 
htz1Δ cells compared to H2A.Z containing cells. In addition to its potential 
transcriptional role in, H2A.Z is involved in several steps of DNA damage repair, such as 
specific DNA resection and activation of DNA damage checkpoints, and sumoylation on 
lysines 125 and 133 in the H2A.Z C-terminal region is associated with double-stranded 
DNA breaks and damage repair.   
 
 
Our genome-wide location analysis using ChIP-chip showed that H2A.Z, ZA and ZA-rII' 
are widely distributed across the yeast genome in a non-random manner and that H2A.Z 
enrichment peaks overlap ZA and ZA-rII' peaks suggesting that all three proteins follow 
the same non-random genomic distribution. As expected for the genome-wide location of 
H2A.Z, a first manual inspection of the data suggests that Z, ZA and ZA-rII' loci are 
predominantly located within promoter regions, but that the localization signal is globally 
diminished for the ZA fusion protein compared to H2A.Z and ZA-rII'. In addition to 
promoter regions, we also found that the H2A.Z distribution around centromeres and 
replication origins changes when its C-terminal region is modified, suggesting that the 
role of H2A.Z in chromosome segregation and DNA replication may be linked to its C-
terminal docking domain. Moreover, we show that H2A.Z is enriched around the TSS of 
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HZAD genes, tRNA genes and snoRNA genes, suggesting that the role of H2A.Z in 
transcription is not limited to pol II-transcribed genes but also to pol III-transcribed 
genes. The wider distribution of H2A.Z and ZA-rII' at HZAD genes indicates that the 
H2A.Z C-terminal region may be important for reorganizing local chromatin structure or 
mediate specific interactions that lead to preventing Sir protein spreading in those 
regions. Supporting this idea, Wang et al. (2011) showed that the last 20 amino acids of 
the H2A.Z C terminus are required for the heterochromatin boundary function of H2A.Z 
at HMR and subtelomeres. H2A.Z is involved in the regulation of gene expression and in 
maintenance of heterochromatin-euchromatin boundaries. Consequently, our Gene 
Ontology term enrichment analysis revealed that transcription from RNA polymerase II, 
chromatin silencing and transcription from RNA polymerase III are significantly enriched 
biological processes among H2A.Z-associated genes.  
 
 
At first, a manual inspection of the data suggested that Z, ZA and ZA-rII' loci are 
predominantly located within promoter regions compared with gene bodies. We then 
show that the genome-wide location of H2A.Z over gene promoters is dependent on its 
C-terminal region by profiling the H2A.Z, ZA and ZA-rII' localizations over yeast 
promoters using the Versatile Aggregate Profiler (VAP). The profiling shows that H2A.Z 
is enriched over yeast promoters compared to coding regions and we identified 2240 
H2A.Z-associated genes which show at least a 2-fold enrichment of H2A.Z at the TSS 
and represent potential transcriptional H2A.Z-regulated genes. The ZA-rII' distribution is 
similar to that of H2A.Z over yeast promoters and 1128 ZA-rII'-associated genes were 
identified, showing that the transcriptional activating domain partially restores the 
localization at gene promoters in a genome-wide manner. Interestingly,  the addition of 
the acidic transcriptional activating domain to the ZA fusion protein restores the 
localization at 696 genes compared to the ZA protein alone. We observe a decreased ZA 
signal over yeast promoters compared to H2A.Z and only 370 ZA-associated genes were 
identified, indicating that the specific genome-wide localization of H2A.Z at promoters is 
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dependent on its C-terminal region. Moreover, the ChIP-chip data not only reveals a 
decreased ZA occupancy at gene promoters but also an increased ZA occupancy in 
coding regions compared to H2A.Z, suggesting that the presence of the H2A C-terminal 
region forces the H2A.Z derivative to adopt a genome-wide distribution pattern similar to 
canonical histones. 1188 genes are only associated with H2A.Z, supporting the idea that 
the modification of the H2A.Z C-terminal region causes a loss of occupancy at promoters 
rather than a mislocalization of the protein. Furthermore, we propose that this loss of 
occupancy at gene promoters is SWR1-C independent since we observe a loss of the 
H2A.Z, ZA and ZA-rII' enrichment peaks and more uniform distributions over promoter 
and coding regions of the DAL5 locus by ChIP-qPCR in the swr1Δ mutant strains. It is 
possible that SWR1-C efficiently deposits ZA as dimers with H2B into chromatin but 
dissociate thereafter due to weakened interactions with other nucleosomal histones, 
resulting in decreased ZA occupancy in nucleosomes over yeast promoters.  
 
 
The 5'-end of a typical RNA polymerase II (RNAPII)-transcribed yeast gene is 
characterized by a NFR region upstream of the TSS, flanked by two well-positioned 
nucleosomes containing H2A.Z (Raisner et al., 2005; Guillemette et al., 2005; Zhang et 
al., 2005; Millar et al., 2006 and Albert et al., 2007). We performed ChIP-chip using an 
alternative normalization method, on the ChIP input DNA, in order to verify if the 
observed enrichment peaks over the TSS of yeast genes aren't due to the nucleosome-free 
region in the promoter regions. As for the normalization on nucleosomal density, we 
observed a H2A.Z enrichment over yeast promoters and a ZA-rII' enrichment but at a 
lower level. Interestingly, we observe a small ZA peak over the TSS, but the ZA signal at 
the TSS is lower than in the coding region, confirming that the H2A.Z genome-wide 
location of H2A.Z over gene promoters is dependent on its C-terminal region. At a 
nucleosomal level, it is suggested that H2A.Z regulates gene transcription either by 
positioning and/or destabilizing nucleosomes (Guillemette et al., 2005 and Zhang et al., 
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2005). In yeast, the TSS resides just inside the +1 nucleosome border (Tsankov et al., 
2010), and H2A.Z regulates the precise positioning of this nucleosome (Guillemette et 
al., 2005), which is essential for proper gene regulation (Jiang and Pugh, 2009). 
Guillemette et al. (2005) showed that the replacement of H2A.Z by H2A in cells induces 
a shift in the positioning of a nucleosome located over the transcription start site. 
 
 
We compared the H2A.Z, ZA and ZA-rII' occupancies over yeast promoters to that of the 
total nucleosomes. Importantly, the H2A.Z enrichment peak overlap with the +1 
nucleosome over yeast promoters as expected, but we observe a shifting of the ZA-rII' 
and ZA peaks toward the +2 nucleosome in a genome-wide manner. Taken together, our 
results support a model where the H2A.Z C-terminal region regulates the precise 
positioning of the +1 H2A.Z-containing nucleosome over yeast promoters and that the 
functional role of the H2A.Z C-terminal region in regulation of transcription 
encompasses, at least in part, a reorganization of the local chromatin structure.  
 
 
In addition to its role in the positioning of the +1 nucleosome, it is suggested that H2A.Z 
regulates transcription by contacting components of the transcription machinery (Adam et 
al., 2001). Moreover, it has been shown that the Mediator, SAGA, and Swi/Snf cannot be 
efficiently recruited to the GAL1 promoter in the absence of H2A.Z (Lemieux et al., 
2004). We show that the majority of H2A.Z-associated and ZA-rII'-associated genes 
occupy TATA-less and TFIID-enriched promoters. These results suggest that TFIID 
could be one the main downstream effectors of H2A.Z, and that the H2A.Z C-terminal 
region mediates interactions with similar downstream effectors than the Gal4 yeast 
activator. The mechanism by which transcriptional activating regions stimulate 
transcription is by recruitment of the transcriptional machinery to a target promoter 
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(Ptashne and Gann, 1997; Barberis and Gaudreau, 1998 and Keaveney and Struhl, 1998). 
In vitro and in vivo experiments have identified different targets of the well-characterized 
Gal4 yeast activator including TBP, TFIIB, the mediator complex, the Swi/Snf complex 
and the NuA4 acetyltransferase complex (Melcher and Johnson, 1995; Wu et al., 1996; 
Koh et al., 1998; Park et al., 2000; Jeong et al., 2001; Brown et al., 2001 and Neely et al., 
2002), which could potentially be downstream effectors of H2A.Z as well. H2A.Z marks 
promoters of inactive or weakly transcribed genes (Santisteban et al., 2000; Adam et al., 
2001; Guillemette et al., 2005 et Hardy et al., 2009). We observe that the H2A.Z and ZA-
rII' occupancies at gene promoters are inversely correlated to the RNA pol II occupancy, 
the expression level and transcription rates of all verified genes. Although further 
experiments will be carried out in order to identify direct interactors with the H2A.Z C-
terminus, we propose that, once the histone variant is incorporated within chromatin at 
gene promoters, the H2A.Z C-terminal docking domain is required in order to form the 
acidic surface on the nucleosome and to be able to recruit the appropriate downstream 
effectors leading to transcriptional control. The fact that the addition of the transcriptional 
activating region rII' partially restored the htz1Δ-mediated growth defect, gene induction 
defect and loss of localization at gene promoters, may indicate that the H2A.Z C-terminal 
region could recruit certain transcription factors or coactivators that would lead to 
appropriate regulation of gene expression. We don't exclude the possibility that 
transcription factors might be recruited to promoter regions because the H2A.Z C-
terminal docking domain mediates proper local chromatin architecture by positioning the 
+1 nucleosome. Thus, our results suggest that the functional role of the H2A.Z C-
terminal region in regulation of transcription encompasses a reorganization of the local 
chromatin structure as well as contacting downstream effectors, and links H2A.Z 
dynamics at gene promoters and the transcriptional outcome.  
 
 
In addition to its role in the regulation of gene expression, multiple studies have shown 
that H2A.Z is involved in several processes and that H2A.Z plays different biological 
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functions depending on the species (reviewed in Zlatanova et Thakar, 2008). We show 
that several biological processes are significantly enriched among H2A.Z-associated 
genes for which a role of H2A.Z has already been reported, for example DNA repair, 
chromosome segregation, chromatin silencing, and RNA splicing. Interestingly, most of 
the biological processes enriched among H2A.Z-associated genes were not or less 
enriched among ZA and ZA-rII'-associated genes, suggesting that the H2A.Z C-terminal 
docking domain has a potential role in the regulation of transcription of genes involved in 
several of these biological processes. Consequently, we observe that the expression of 
genes is deregulated in cells containing ZA or ZA-rII', and the expression patterns are 
often similar to that of the htz1Δ mutant with regards to upregulation or downregulation 
of gene expression. Since H2A.Z is involved in positive and negative regulation of 
transcription, it didn't strike us as a surprise that the modification of the H2A.Z C-
terminal region resulted in up and downregulation of gene expression. We found that 614 
of 2240 H2A.Z-associated genes are essential genes in yeast. Moreover, 279 genes are 
uniquely associated with H2A.Z, suggesting that the expression of about 25% of essential 
genes in yeast is potentially regulated by the H2A.Z C-terminal region. Consequently, the 
expression of these essential genes is deregulated in htz1Δ mutant cells and in cells 
containing ZA or ZA-rII' when compared to H2A.Z containing cells. Thereby, we show 
that the modification of the H2A.Z C-terminal region affects the expression of 
nonessential and essential genes involved in several biological processes and further 
experiments will be carried out in order to determine the cellular effect of such 
upregulation and downregulation of transcription on the different biological processes. 
H2A.Z has been shown to be involved in some of these processes previously, but its 
precise mechanisms and roles are not fully understood yet. Similarly to other histone 
variants and their associated factors, the deregulation of the expression of H2A.Z has 
been shown to cause several types of cancer, for example an overexpression of H2A.Z is 
reported to facilitate activation of estrogen-responsive genes and is associated with 
metastasis in breast cancer (Rangasamy, 2010 and Svotelis et al., 2010). A reduced 
expression of H2A.Z is associated with genomic instability and development of colon 
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cancer (Dunican et al., 2002). Importantly, we show that the H2A.Z genome-wide 
location at gene promoters is dependent on its C-terminal region and that the C terminus 
is required for proper gene expression of several nonessential and essential genes 
involved in different biological processes. Moreover, some of the tested genes in this 
study have human homologs whose expression deregulation has been associated with 
different human diseases. For example, we show that the expression of the KRE33 gene is 
downregulated in htz1Δ cells and cells containing ZA or ZA-rII' compared to H2A.Z-
containing cells. The essential KRE33 gene encodes a conserved 18S rRNA cytosine 
acetyltransferase that modifies tRNAs and is required for biogenesis of the small 
ribosomal subunit (Pagé et al., 2003 and Ito et al., 2014). Its human homolog, NAT10, is 
implicated in several types of cancer and premature aging (Zhang et al., 2014; Zhang et 
al., 2015; Li et al., 2017). We propose that the modification of the H2A.Z C-terminal 
docking domain establishes an aberrant chromatin states over gene promoters and 
deregulates gene expression which could lead to global cellular effects. Thus, our data 
strongly suggest that the H2A.Z C-terminal region docking domain plays a global role of 
in regulation of gene transcription by coupling precise localization at gene promoters and 
the transcriptional outcome.  
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CHAPITRE 4 
RESULTATS 
 
 
 
4.1 Application de la méthode BioID à l'étude des protéines interagissant avec la 
région C-terminale de H2A.Z 
 
 
La méthode BioID a été développée par l’équipe de Brian Burke de l’institut de biologie 
médicale de Singapour afin d’identifier les interacteurs et les protéines à proximité d’une 
protéine d’intérêt dans les cellules de mammifères (Roux et al., 2012). La méthode BioID 
offre des avantages importants par rapport aux autres méthodes d’étude des interactions 
protéine-protéine; par exemple, cette méthode permet d’identifier des interactions 
transitoires ou faibles, mais aussi d’étudier des structures cellulaires insolubles (Varnaité 
et MacNeill, 2016). Par l’identification de nouvelles interactions protéiques ces dernières 
années, cette nouvelle méthode a déjà eu un impact majeur sur notre compréhension des 
réseaux et processus cellulaires (pour un résumé des applications de la méthode BioID, 
voir la Tableau 4.1).  
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Tableau 4.1 Les applications de la méthode BioID chez différentes espèces. 
 
La biotine ligase de type sauvage (BirA) de E. coli reconnaît une séquence spécifique 
appelée BAT (biotin acceptor tag) sur sa protéine cible, l’acétyl-CoA carboxylase. 
Structures, voies de signalisation ou 
organismes étudiés 
Organisme ou type cellulaire 
exprimant la fusion 
Protéine d’intérêt fusionnée               à 
BirA* Référence 
Lamina nucléaire Cellules de mammifères 
Lamine A (LaA) Roux et al. (2012) 
Lamine A, progérine Chojnowski et al. (2015) 
Lamine B1 (LMNB1), 
macroH2A1 Fu et al. (2015) 
Complexe du pore nucléaire Cellules de mammifères 
Nup53 (composante du complexe 
Nup53) et Nup43, Nup85, Nup107, 
Nup133 et Nup160 (composantes du 
complexe-Y) 
Kim et al. (2014) 
Centrosome et interface du 
centrosome (cil primaire) Cellules de mammifères 
CEP120 Comartin et al.(2013) 
PLK4, CEP192, CEP63, CEP152, 
CPAP, CCDC67, CCDC14 et 
KIAA0753 
Firat-Karalar et al. (2014) 
58 protéines appâts Gupta et al. (2015) 
Jonctions cellulaires Cellules de mammifères 
ZO-1 Van Itallie et al. (2013) 
E-cadhérine Van Itallie et al. (2014) 
Occludine, Claudine-4 Fredriksson et al. (2015) 
MarvelD3 Steed et al. (2014) 
α-caténine Ueda et al. (2015) 
Autophagie Cellules de mammifères TBC1D14 Lamb et al. (2016) 
Voies de signalisation Cellules de mammifères 
Voie Hippo : 19 protéines appâts Couzens et al. (2013) 
MEKK3 Zhou et al. (2015) 
PPP2R5C Cheng et al. (2015) 
CALML5 et SFN Sun et al. (2015) 
Dégradation des ARNm non-sens Cellules de mammifères UPF1, UPF2 et SMG5 Schweingruber et al. (2016) 
Voie de dégradation ubiquitine 
dépendante Cellules de mammifères 
β-TrCP1 et β-TrCP2 Coyaud et al. (2015) 
Usp12 Jahan et al. (2016) 
Dégradation de protéines dans la 
mitochondrie Cellules de mammifères ClpP Cole et al. (2015) 
Facteurs de transcription 
oncogéniques Cellules de mammifères 
Fusion EWS-Fli-1 Elzi et al. (2014) 
c-MYC Dingar et al. (2015) 
Nucléosome Cellules de mammifères Histones H2B et H3 Lambert et al. (2015) 
Médiateur Cellules de mammifères Sous-unités Med4, Med20 et Med23 Lambert et al. (2015) 
Dystrophie cornéenne de Schnyder Cellules de mammifères HMG-CoA-réductase Schumacher et al. (2015) 
Cytokinèse Cellules de mammifères ULK3 Caballe et al. (2015) 
Bilobe (complexe Hook) Trypanosoma brucei 
TbMORN1 Morriswood et al. (2013) 
TbSAS-4 Hu et al. (2015) 
TbPLK McAllaster et al. (2015) 
Complexe membranaire interne Toxoplasma gondii ISP3 et AC2 Chen et al. (2015) TgCDPK3 Gaji et al. (2015) 
Lamina nucléaire Dictyostelium discoideum Lamine NE81 Batsios et al. (2016a) et  Batsios et al. (2016b) 
Infections virales VIH-1 
Polyprotéine Gag Ritchie et al. (2015) et Le Sage et al. (2015) 
Vpu Kueck et al. (2015) 
Virus Epstein-Barr (EBV) LMP1 Holthusen et al. (2015) 
Infections bactériennes Chlamydia psittaci SINC Mojica et al. (2015) Chlamydia trachomatis Syntaxin Kabeiseman et al. (2014) 
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Également, la biotine ligase BirA agit en tant que répresseur transcriptionnel de l'opéron 
codant les protéines permettant la biosynthèse de la biotine (Chapman-Smith et Cronan, 
1999). L’enzyme BirA utilise la biotine et l’ATP pour générer un intermédiaire 
hautement réactif, le biotinoyl-5’-AMP (bioAMP). Cet intermédiaire réagit ensuite avec 
une lysine de la séquence cible de BirA afin de former un lien amide entre la biotine et le 
résidu lysine, relâchant l’AMP (Chapman-Smith et Cronan, 1999 et Lane et al., 1964). 
BirA possède une haute affinité pour l’intermédiaire biotinoyl-5’-AMP et le retient dans 
son site actif jusqu’au moment où l’enzyme rencontre son substrat.  La forme mutante de 
la biotine ligase de E. coli, BirA*, porte la mutation R118G dans son site actif qui 
diminue de deux fois son affinité pour l’intermédiaire biotinoyl-5’-AMP et qui libère 
l’intermédiaire de façon prématurée (Choi-Rhee et al., 2004 et Kwon et Beckett, 2000). 
Cette version mutée de BirA est appelée « promiscuous » puisque l’intermédiaire 
biotinoyl-5’-AMP reste hautement réactif et peut réagir avec des lysines accessibles de 
protéines aux alentours de BirA*. La version « promiscuous » BirA* est à la base de la 
méthode BioID puisque dans cette méthode, la protéine de fusion de BirA* avec la 
protéine d’intérêt permet de biotinyler les protéines aux alentours de la protéine d’intérêt 
et d’identifier ses interacteurs potentiels. Puisque cette méthode est dépendante de la 
proximité des protéines, les interacteurs potentiels doivent se trouver dans une zone 
accessible pour l’intermédiaire biotinoyl-5’-AMP. Roux et al. (2012) ont initialement 
établi que le rayon de biotinylation de BirA* est d’environ 20 à 30 nm. Suite à des études 
de la structure du complexe du pore nucléaire, le rayon de biotinylation a été précisé et 
établi à environ 10 nm (Kim et al., 2014). Quoique la valeur du rayon de biotinylation de 
BirA* semble variable selon la protéine à l’étude, ces valeurs de rayon sont suffisantes 
pour affirmer que les protéines biotinylées représentent des interacteurs directs, mais 
aussi des interacteurs indirects potentiels.  
 
 
Lorsque la protéine de fusion entre l'enzyme BirA* et la protéine d'intérêt a été obtenue et 
intégrée dans la lignée cellulaire désirée, l’expression de la protéine de fusion est induite 
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et le milieu de culture est supplémenté de biotine (50 µM) afin d’induire la biotinylation 
des protéines à proximité de la protéine de fusion avec BirA*. Après une période 
d’incubation appropriée, les cellules sont récoltées, les protéines sont extraites et les 
protéines biotinylées sont purifiées en utilisant la streptavidine puisque la liaison de haute 
affinité entre la biotine et la streptavidine est un des liens covalents les plus forts 
identifiés. Finalement, la spectrométrie de masse est utilisée afin d’identifier les protéines 
biotinylées (Figure 4.1). 
 
 
Les résultats obtenus jusqu'ici suggèrent que la région C-terminale de H2A.Z est 
nécessaire pour l'induction de la transcription, mais ne semble pas être impliquée dans 
l'incorporation et l'évincement de H2A.Z de la chromatine au niveau des promoteurs. 
Nous suggérons un modèle dans lequel H2A.Z, une fois incorporé aux promoteurs, doit 
posséder sa région C-terminale avec son «docking domain» afin de former la surface 
acidique dans le nucléosome et pour pouvoir recruter des coactivateurs de la transcription 
et induire l'expression des gènes. La méthode BioID (proximity-dependent biotin 
identification), développée récemment, est basée sur la biotinylation de protéines 
interactrices par une biotine ligase que l’on peut ensuite purifier grâce à la haute affinité 
de la streptavidine pour la biotine et identifier les protéines biotinylées par spectrométrie 
de masse (Roux et al., 2012). 
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Figure 4.1 Représentation schématique de l’application de la méthode BioID. La 
protéine de fusion entre la biotine ligase mutée BirA* et la protéine d’intérêt est exprimée 
dans le type cellulaire ou l’organisme désiré. L’ajout de biotine induit la biotinylation sur 
les lysines disponibles des protéines à proximité de la protéine de fusion, dans un rayon 
de 10 à 30 nm. Les protéines sont extraites des cellules dans des conditions stringentes et 
les protéines biotinylées sont purifiées par affinité pour la streptavidine couplée à des 
billes. Les protéines interactrices potentielles sont identifiées par spectrométrie de masse 
(Figure tirée et adaptée de Vanaité et MacNeill, 2016).  
 
 
Cette méthode permet d'identifier les protéines qui interagissent de manière directe, 
indirecte ou transitoire avec une protéine d’intérêt. Dans le domaine de la chromatine, la 
méthode BioID a été utilisée  afin d'étudier les partenaires d'interaction des histones H2B 
et H3 dans les cellules de mammifères (Lambert et al., 2014). Cette approche 
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protéomique permettra d'identifier les protéines interagissant avec le nucléosome 
contenant H2A.Z, mais aussi les protéines à proximité dans son contexte cellulaire 
normal.  
 
 
4.2 L'enzyme mutée BirA* (mutation R118G) perd sa spécificité et biotinyle les 
protéines avoisinantes chez la levure 
 
 
La méthode BioID ayant été développée et majoritairement appliquée dans les cellules de 
mammifères, elle est toutefois appliquée également dans quelques autres organismes 
modèles tels que Trypanosoma brucei, Toxoplasma gondii et Dictyostelium discoideum 
(Morriswood et al., 2013; Hu et al., 2015; McAllaster et al., 2015; Chen et al., 2015; Gaji  
et al., 2015; Batsios et al., 2016a et Batsios et al., 2016b). Dans cette étude, nous 
explorons la possibilité de l'application de la méthode BioID dans l'organisme modèle 
Saccharomyces cerevisiae. Dans ce but, nous avons généré une version « promiscuous » 
BirA* par mutagenèse dirigée à partir d'un vecteur d'expression de BirA optimisé pour la 
levure (Figure 4.2a). L'arginine (codon CGC) en position 118 a été échangée pour une 
glycine (codon GGT). La protéine de type sauvage, nommée BirA-WT, ainsi que la 
version « promiscuous » BirA* possèdent une étiquette 6x histidine (6xHIS) en N-
terminal, sont exprimées à partir du promoteur constitutif ADH1 et ont été intégrées dans 
le génome d'une souche mutante htz1Δ au locus URA3. Le niveau d'expression de BirA-
WT et BirA* peut être adressé par un immunobuvardage de type Western en utilisant un 
anticorps spécifique pour l'étiquette 6xHIS (Figure 4.2b). Les protéines biotinylées 
peuvent être visualisées par immunobuvardage de type Western en utilisant la 
streptavidine couplée à la peroxydase de raifort (streptavidine-HRP) qui lie directement 
les protéines biotinylées sur la membrane de difluorure de polyvynile (PVDF). Grâce à 
l'agent streptavidine-HRP, il est possible de comparer les niveaux de biotinylation des 
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protéines par BirA-WT et par BirA*, et ainsi, vérifier si la mutation R118G est effective 
sur le plan de la biotinylation. 
 
 
 
 
Figure 4.2 L'enzyme mutée BirA* perd sa spécificité et biotinyle les protéines 
avoisinantes. (A) Représentation schématique des protéines de fusion avec l'enzyme 
BirA* afin d'identifier les partenaires d'interaction avec les nucléosomes contenant 
H2A.Z. Les fusions portent une étiquette 6xHIS en N terminus. (B) BirA-WT et BirA* 
ont été intégrées dans une souche htz1Δ ou de type sauvage comme contrôle. Les souches 
sont cultivées dans un milieu riche (YPD) pour 48 heures soit avec ou sans ajout de 
biotine exogène (50 µM). Les niveaux de protéines BirA-WT et BirA* ont été déterminés 
par un immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps spécifique pour 
l'étiquette 6xHIS. Le niveau de protéines biotinylées est déterminé à l'aide de l'agent 
streptavidine-HRP.(C) Les protéines de fusions ont été intégrées dans la souche htz1Δ et 
les souches sont cultivées dans un milieu riche (YPD) pour 48 heures soit avec ou sans 
ajout de biotine exogène (50 µM). Les niveaux des protéines de fusion ont été déterminés 
par un immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps spécifique pour 
l'étiquette 6xHIS. Le niveau de protéines biotinylées est déterminé à l'aide de l'agent 
streptavidine-HRP. 
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Dans une souche htz1Δ sans biotine ligase, il est possible d'observer les protéines 
biotinylées de manière endogène (Figure 4.2b). Un niveau modeste de biotinylation est 
observé pour BirA-WT lorsque comparé au niveau des protéines biotinylées par BirA*. 
En général, une stimulation de la biotinylation est observée lorsque de la biotine exogène 
(50 µM) est ajoutée au milieu de culture. Ces résultats démontrent que la mutation 
R118G que porte la version « promiscuous » BirA* augmente la biotinylation des 
protéines chez S. cerevisiae. Aussi, le niveau de biotinylation semble régulé par la 
concentration de biotine libre disponible.  
 
 
4.3 Biotinylation par la protéine de fusion BirA*H2A.Z 
 
 
L'étape suivante consiste en déterminer si BirA* peut être utilisée comme outil afin 
d'identifier les protéines interagissant avec les nucléosomes contenant H2A.Z. Pour ce 
faire, une fusion entre notre protéine d’intérêt, H2A.Z, et l’enzyme BirA* est réalisée par 
assemblage de Gibson et nommée BirA*H2A.Z (Figure 4.2a). Puisque la région C-
terminale de H2A.Z forme la surface acidique en collaboration avec l'histone H2B et que 
cette plateforme serait importante pour le recrutement de protéines nucléaires, nous avons 
placé l'enzyme BirA* en N-terminal de H2A.Z afin d'éviter de gêner les interactions 
potentielles. Des fusions en N- et en C-terminal ont été observées dans les différentes 
études utilisant la méthode BioID selon les protéines d’intérêt étudiées et la localisation 
de domaines importants dans ces protéines. Parfois, il est préférable de conduire 
l’expérience avec des fusions en N- et en C-terminal en parallèle, afin de s’assurer 
d’identifier tous les interacteurs potentiels. Une fusion entre l'enzyme BirA* et la région 
C-terminale de H2A.Z seule a également été réalisée et nommée BirA*Z(98-134). Aussi, 
une fusion contrôle a été réalisée, soit la fusion de l’enzyme BirA* avec le gène 
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rapporteur EGFP. Entre autres, cette fusion contrôle, nommée BirA*EGFP, permettra 
d’identifier les protéines qui sont biotinylées de manière endogène suite à la 
spectrométrie de masse. Ces fusions comportent une étiquette 6xHIS en N-terminal de 
BirA*, sont exprimées à partir du promoteur constitutif ADH1 et sont également 
intégrées dans le génome d'une souche mutante htz1Δ au locus URA3. Le niveau des 
fusions dans la souche htz1Δ est vérifié par  immunobuvardage de type Western avec un 
anticorps anti-6xHIS (Figure 4.2c). Dans ces conditions, la fusion BirA*H2A.Z semble 
exprimée à un niveau similaire à BirA* tandis que les fusions BirA*Z(98-134) et 
BirA*EGFP semblent exprimées à un niveau moindre. Il serait intéressant de comparer le 
niveau d'expression de la fusion BirA*H2A.Z au niveau d'expression de la protéine 
H2A.Z endogène. Le niveau de protéine de fusion devrait être comparable au niveau de la 
protéine d’intérêt endogène, car une surproduction de la fusion avec BirA* peut mener à 
une mauvaise localisation de la fusion, une biotinylation de protéines non spécifique et 
l’identification de faux positifs lors de la spectrométrie de masse. Les patrons de 
biotinylation des protéines par les différentes fusions sont adressés par un 
immunobuvardage de type Western en utilisant l'agent streptavidine-HRP (Figure 4.2c). 
Dans tous les cas, les protéines biotinylées de manière endogène peuvent être visualisées 
et sont biotinylées au même niveau. Les patrons de biotinylation des fusions 
BirA*H2A.Z et BirA*Z(98-134) sont similaires, mais diffèrent des patrons de 
biotinylation de BirA* et BirA*EGFP. Alors que l'enzyme BirA* et la fusion 
BirA*EGFP devraient se trouver dans le cytoplasme, les fusions BirA*H2A.Z et 
BirA*Z(98-134) devraient être localisées dans le noyau. Ainsi, ses fusions entrent en 
contact avec différents ensembles de protéines expliquant les différents patrons de 
biotinylation.   
 
 
Il est également suggéré de vérifier la localisation de la protéine de fusion par rapport à la 
localisation de la protéine endogène. Il faut noter qu’une localisation appropriée de la 
protéine de fusion n’indique pas si sa fonction a été conservée. La fusion BirA*H2A.Z 
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devrait être incorporée dans la chromatine et présenter le même patron de localisation aux 
promoteurs que la protéine H2A.Z endogène. Afin de vérifier la localisation nucléaire de 
la fusion BirA*H2A.Z, une co-immunoprécipitation de la chromatine a été réalisée. Cette 
fusion possède une étiquette HA dans la région N-terminale de H2A.Z, ce qui permet 
d'immunoprécipiter la fusion à l'aide d'un anticorps spécifique pour l'étiquette HA. Le 
patron de distribution de BirA*H2A.Z a été comparé au patron de distribution de H2A.Z 
et H2A au locus DAL5 (Figure 4.3).  
 
 
 
Figure 4.3 La fusion BirA*H2A.Z est incorporée dans la chromatine au locus DAL5 
(A) Représentation schématique du locus DAL5. Les régions amplifiées par PCR 
quantitative sont représentées. (B) Des souches htz1Δ complémentées par les 
constructions H2A.Z, H2A ou BirA*H2A.Z ont été utilisées pour réaliser des co-
immunoprécipitations de la chromatine (ChIP) grâce à l'étiquette HA afin de vérifier les 
distributions de celles-ci au locus DAL5 dans des conditions non induites. Les 
enrichissements des histones au locus ont été quantifiés par PCR quantitative et les 
signaux ont été normalisés par rapport à 1% de l'ADN total. 
 
 141 
 
 
H2A.Z présente un enrichissement au niveau du promoteur, alors que la distribution de 
H2A est plutôt uniforme. Le patron de distribution de la fusion BirA*H2A.Z au locus 
DAL5 présente également un enrichissement au niveau du promoteur et son patron de 
distribution est similaire à celui de H2A.Z. Nous concluons ainsi que la fusion 
BirA*H2A.Z est importée dans le noyau par les chaperonnes d'histones et est incorporée 
dans la chromatine au niveau des promoteurs.  Même si la protéine de fusion 
BirA*H2A.Z présente une localisation appropriée, il serait intéressant de vérifier si la 
fonction de H2A.Z dans l'activation de la transcription est conservée, en réalisant un 
simple essai d'induction du gène GAL1 par la fusion BirA*H2A.Z par exemple. Ces 
résultats suggèrent que la protéine de fusion BirA*H2A.Z peut est ciblée au noyau, 
incorporée spécifiquement dans la chromatine au niveau des promoteurs et présente un 
patron de biotinylation différent de l'enzyme BirA* cytoplasmique.  
 
 
4.4 Régulation temporelle de la biotinylation  
 
 
Il a été observé, dans les cellules de mammifères comme dans nos premiers essais chez la 
levure, que le niveau de biotinylation semble régulé par la concentration de biotine libre 
disponible. Afin d'étudier la modulation de la biotinylation par l'enzyme BirA* et la 
fusion BirA*H2A.Z selon la concentration de biotine libre, nous avons observé le niveau 
de biotinylation des protéines en général pour différents temps suite à l'induction de la 
biotinylation par l'ajout de biotine exogène (50 µM) dans le milieu de culture (Figures 
4.4a et 4.4b). Le niveau de protéines biotinylées augmente constamment en parallèle avec 
le temps d'exposition à la biotine. Cet effet semble atteindre une saturation dans les 36 à 
48h et révèle une accumulation de protéines biotinylées dépendante du temps. Aussi, les 
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niveaux d'expression de l'enzyme BirA* et de la fusion BirA*H2A.Z semblent constants 
tout au long du 48h de biotinylation. Ainsi, le niveau de biotinylation est dépendant du 
temps d'exposition à la biotine libre, mais il serait intéressant de vérifier si le niveau de 
biotinylation est également dépendant de la concentration de biotine libre. Pour adresser 
cette question, nous avons augmenté la concentration de biotine libre de 50 à 100 µM 
dans le milieu de culture et vérifié le niveau de biotinylation des protéines par 
BirA*H2A.Z dans le temps (Figure 4.4c). Sur 24h de culture, le niveau de biotinylation 
est plus élevé pour la concentration de biotine 100 µM par rapport à la concentration de 
50 µM, indiquant que le niveau de biotinylation des protéines est également dépendant de 
la concentration de biotine libre disponible. Afin d'optimiser les conditions de culture et 
le niveau de biotinylation, nous avons choisi une concentration de biotine de 100 µM et 
une durée d'exposition à la biotine de 12h. Ainsi, ces résultats indiquent qu'il est possible 
de contrôler l'accès à la biotine et qu'il est possible de réguler le niveau de biotinylation 
par BirA* et BirA*H2A.Z de manière temporelle. 
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Figure 4.4 Régulation temporelle et par la concentration de biotine dans le milieu de 
la biotinylation chez la levure. (A) et (B) Afin d'étudier la modulation de la 
biotinylation par BirA* et BirA*H2A.Z, la biotine (50 μM) est ajoutée au milieu de 
culture et les cellules sont récoltées à différents points dans le temps. Les niveaux des 
protéines BirA* et BirA*H2A.Z ont été déterminés par un immunobuvardage de type 
Western en utilisant un anticorps spécifique pour l'étiquette 6xHIS. (C) Comparaison du 
niveau de biotinylation par BirA*H2A.Z lorsque la biotine est ajoutée à une 
concentration finale de 50 μM ou 100 μM dans le milieu de culture. Les cellules sont 
récoltées à différents points dans le temps. Le niveau de protéines biotinylées est 
déterminé à l'aide de l'agent streptavidine-HRP. 
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4.5 Optimisation du protocole de purification des protéines biotinylées chez la levure 
 
 
Suite à l'optimisation des conditions de culture et de biotinylation pour l'application de la 
méthode BioID chez la levure, nous avons procédé à l'optimisation des étapes 
subséquentes, soient l'extraction des protéines totales et la purification des protéines 
biotinylées. À noter que l'optimisation de ces étapes chez la levure n'est pas encore au 
point. Les cellules sont lysées dans des conditions stringentes et les protéines biotinylées 
sont purifiées en utilisant des billes couplées à la streptavidine. Un immunobuvardage de 
type Western en utilisant l'agent streptavidine-HRP permet de vérifier l'efficacité de la 
purification des protéines biotinylées (Figure 4.5). La comparaison du niveau de 
biotinylation dans les échantillons « inputs » et dans les échantillons de protéines 
purifiées permet d'affirmer que les étapes de la purification des protéines biotinylées 
grâce aux billes couplées à la streptavidine sont efficaces. Les prochaines étapes 
d'optimisation de la purification impliqueraient de vérifier la quantité de protéines 
obtenue suite à la purification et de vérifier si certaines protéines interactrices potentielles 
pourraient être identifiées par immunobuvardage de type Western. Par exemple, la fusion 
BirA*H2A.Z étant incorporée dans les nucléosomes et interagissant avec les autres 
histones, nous pourrions vérifier si, suite à la purification des protéines biotinylées, il 
serait possible d'identifier des histones biotinylées.  
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Figure 4.5 Efficacité de la purification des protéines biotinylées. Les protéines 
biotinylées sont purifiées à l'aide de billes couplées à la streptavidine. Le niveau de 
protéines biotinylées dans les échantillons inputs 1% et purifiés sont analysés par 
immunobuvardage de type Western en utilisant l'agent streptavidine-HRP.  
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CHAPITRE 5 
DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION 
 
 
 
Il est évident que H2A.Z possède une fonction spéciale qui différencie fonctionnellement 
le variant d'histone de l'histone canonique H2A. De manière surprenante, les structures 
des nucléosomes contenant H2A.Z ou H2A sont assez similaires, mais leurs structures 
diffèrent dans quelques régions clés. Il y a plusieurs années, des équipes de recherche ont 
commencé à investiguer comment les quelques différences structurales entre H2A.Z et 
H2A pouvaient expliquer leurs différences fonctionnelles. Une des divergences 
principales entre les structures de H2A.Z et H2A se trouve dans le domaine d'amarrage 
dans la région C-terminale qui montre seulement 60% de séquence d'identité entre les 
deux histones. Le domaine d'amarrage de H2A.Z présente une extension de résidus acides 
qui s'étend sur l'histone H2B dans le nucléosome et qui est suggéré agir comme 
plateforme de recrutement pour des protéines nucléaires (Suto et al., 2000). Depuis cette 
découverte, les chercheurs ont investigué le rôle fonctionnel de ce domaine d'amarrage et 
les interactions potentielles avec cette région spécifique du nucléosome contenant H2A.Z.  
 
 
Nos travaux sur le domaine d'amarrage dans la région C-terminale de H2A.Z visaient à 
étudier le rôle de ce domaine dans deux aspects de la biologie de H2A.Z chez 
Saccharomyces cerevisiae, soient sa localisation au niveau du nucléosome +1 dans les 
promoteurs des gènes à l'échelle du génome ainsi que dans la régulation de la 
transcription génique. Nous avons défini trois objectifs principaux de maîtrise, soient 
l'implication de la région C-terminale de H2A.Z dans sa localisation spécifique aux 
promoteurs à l'échelle du génome, l'implication de ce domaine d'amarrage dans le 
contrôle positif et négatif de la transcription génique de manière générale chez la levure 
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et finalement, l'identification des différentes protéines nucléaires pouvant interagir avec 
les nucléosomes contenant H2A.Z et mener à la régulation de la transcription. 
 
 
Premièrement, grâce à la méthode ChIP-chip nous avons déterminé la localisation des 
protéines H2A.Z, ZA et ZA-rII' à l'échelle du génome. En plus de sa localisation attendue 
dans les régions promotrices, nous avons démontré que H2A.Z est également enrichi 
autour des centromères, des origines de réplication et aux sites d'initiation de la 
transcription des gènes HZAD, des gènes codants des ARNt et des petits ARN nucléaires. 
De manière intéressante, les patrons de localisations des protéines ZA et ZA-rII' 
différaient de H2A.Z pour ces éléments, suggérant que la région C-terminale de H2A.Z 
est également importante pour sa localisation à d'autres régions spécifiques sur les 
chromosomes que les promoteurs. De plus, la distribution plus large de H2A.Z et de ZA-
rII' au niveau du site d'initiation de la transcription des gènes HZAD suggère que la 
région C-terminale de H2A.Z serait importante pour la réorganisation locale de la 
structure de la chromatine ou pour contacter certaines protéines spécifiques menant à la 
prévention de l'étalement de l'hétérochromatine par les protéines Sir dans ces régions. 
Nous avons aligné les signaux de ChIP-chip pour tous les gènes chez la levure par rapport 
au site d'initiation (TSS) de la transcription afin de démontrer que la localisation 
spécifique de H2A.Z aux promoteurs est dépendante de sa région C-terminale à l'échelle 
du génome, puisque le signal de la protéine ZA au niveau du TSS est diminué par rapport 
à celui de H2A.Z. Nous avons identifié 2240 gènes présentant un enrichissement de 
H2A.Z de deux fois ou plus (log2 ratio ≥ 1) au niveau du site d'initiation de la 
transcription, et nous les avons appelés des gènes associés à H2A.Z. 1128 gènes sont 
associés à ZA-rII' et 370 gènes sont associés à ZA. Puisque 1188 gènes sont uniquement 
associés à H2A.Z, nous avons conclu que la modification de la région C-terminale de 
H2A.Z cause une diminution de l'incorporation au niveau du promoteur. De plus, nous 
avons démontré que cette diminution de l'incorporation de ZA au niveau du promoteur 
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est indépendante du complexe SWR1-C. Grâce à une méthode de normalisation 
alternative, soit en comparant les signaux d'immunoprécipitations aux signaux de l'ADN 
total, nous avons démontré que la diminution du signal de ZA au TSS n'est pas due à la 
région dépourvue de nucléosomes se trouvant dans les promoteurs. De plus, cette 
méthode de normalisation nous a permis de démontrer que contrairement au pic de 
H2A.Z positionné au nucléosome +1, les pics d'enrichissement de ZA et ZA-rII' sont 
décalés vers le nucléosome +2 à l'échelle du génome. Les résultats suggèrent que la 
région C-terminale de H2A.Z est responsable de réguler le positionnement précis des 
nucléosomes +1 contenant H2A.Z au niveau des promoteurs chez la levure. Ainsi, nous 
proposons que le rôle de la région C-terminale de H2A.Z dans la régulation de  la 
transcription englobe, en partie du moins, une réorganisation locale de la structure de la 
chromatine.  
 
 
En deuxième lieu, en plus de son rôle dans le positionnement du nucléosome +1, on 
pense que H2A.Z régule la transcription en contactant des composantes de la machinerie 
de transcription (Adam et al., 2001), telles que le Médiateur, le complexe SAGA et le 
complexe Swi/Snf (Lemieux et al., 2004). Afin d'investiguer le rôle de la région C-
terminale de H2A.Z dans le contrôle global de la transcription génique, nous avons 
déterminé à quel type de promoteur H2A.Z est associé. Nous avons déterminé que la 
majorité des gènes associés à H2A.Z et ZA-rII' possèdent des promoteurs sans boîte 
TATA et enrichis en TFIID. Nos résultats suggèrent que TFIID pourrait être une des 
protéines effectrices principales des nucléosomes contenant H2A.Z. Également, étant 
donné que H2A.Z et ZA-rII' occupent des promoteurs présentant les mêmes 
caractéristiques, nous proposons que la région C-terminale de H2A.Z puisse médier des 
interactions avec des protéines effectrices semblables à la région rII' provenant de 
l'activateur de la transcription Gal4 chez la levure. Quelques cibles de cet activateur de la 
transcription sont connues, telles que TBP, TFIIB, le Médiateur, le complexe Swi/Snf et 
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le complexe acétyltransférase NuA4 (Melcher et Johnson, 1995; Wu et al., 1996; Koh et 
al., 1998; Park et al., 2000; Jeong et al., 2001; Brown et al., 2001 et Neely et al., 2002), 
qui pourraient également représenter des cibles potentielles des nucléosomes contenant 
H2A.Z. De plus, il a été démontré que H2A.Z occupe les promoteurs de gènes inactifs ou 
très peu transcrits (Santisteban et al., 2000; Adam et al., 2001; Guillemette et al., 2005 et 
Hardy et al., 2009) et nous avons démontré que les niveaux d'incorporation de H2A.Z et 
ZA-rII' aux promoteurs sont inversement corrélés au niveau de liaison de l'ARN 
polymérase II aux promoteurs, au niveau d'expression et au taux de transcription des 
gènes chez la levure. Puisque la région d'activation de  la transcription rII' permet de 
complémenter au moins partiellement les déficits de croissance, d'induction de la 
transcription et de localisation aux promoteurs associés au mutant htz1Δ, nous suggérons 
que la région C-terminale de H2A.Z permet de recruter certains facteurs de transcription 
ou coactivateurs menant à une régulation appropriée de la transcription. Ainsi, nous 
proposons qu'une fois le variant d'histone incorporé dans la chromatine aux promoteurs, 
la région C-terminale de H2A.Z est nécessaire afin de former la surface acide 
d'interaction sur le nucléosome et de recruter les protéines effectrices appropriées menant 
à la régulation de la transcription. D'un autre côté, nous n'excluons pas la possibilité que 
les facteurs de transcription puissent être recrutés aux régions promotrices car la région 
C-terminale de H2A.Z permet une architecture locale adéquate de la chromatine et un 
positionnement précis du nucléosome +1. De manière plus générale, nous avons 
déterminé que les gènes associés et potentiellement régulés de manière transcriptionnelle 
par H2A.Z sont impliqués dans plusieurs processus biologiques, par exemple 
l'organisation du cytosquelette, la transcription des promoteurs reconnus par l'ARN 
polymérase II et le cycle cellulaire mitotique, mais que la plupart de ces processus ne sont 
pas ou moins enrichis pour les gènes associés à ZA ou ZA-rII'. Conséquemment, nous 
avons démontré que l'expression de gènes impliqués dans ces processus est dérégulée 
dans des cellules contenant ZA ou ZA-rII' de manière similaire au mutant htz1Δ, 
suggérant que la modification de la région C-terminale de H2A.Z affecte l'expression des 
gènes de manière globale. De manière intéressante, nous avons déterminé que 614 gènes 
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essentiels sont des gènes associés à H2A.Z et nous avons déterminé que l'expression de 
gènes essentiels est également dépendante de la région C-terminale de H2A.Z. Ainsi, 
nous proposons que la modification de la région C-terminale de H2A.Z établit une 
structure aberrante de la chromatine au niveau des promoteurs qui dérégule l'expression 
des gènes de manière globale et qui pourrait affecter plusieurs processus biologiques. En 
somme, nos résultats suggèrent que la région C-terminale de H2A.Z joue un rôle global 
dans la régulation de la transcription en couplant la localisation précise du variant 
d'histone aux promoteurs et l'état transcriptionnel du gène correspondant.  
 
 
Finalement, nous avons démontré que la région C-terminale de H2A.Z est nécessaire 
pour l'expression de plusieurs gènes non essentiels et essentiels et nous suggérons un 
modèle dans lequel H2A.Z, une fois incorporé aux promoteurs, doit posséder sa région C-
terminale afin de former la surface acide sur le nucléosome et pouvoir recruter des 
coactivateurs de la transcription menant au contrôle de l'expression des gènes. Ainsi, nous 
avons appliqué la méthode de protéomique BioID (proximity-dependent biotin 
identification) chez la levure afin d'identifier les protéines interagissant avec le 
nucléosome contenant H2A.Z, mais aussi les protéines à proximité dans son contexte 
cellulaire normal. La méthode BioID est basée sur la biotinylation de protéines 
interactrices par une biotine ligase que l’on peut ensuite purifier grâce à la haute affinité 
de la streptavidine pour la biotine et identifier les protéines biotinylées par spectrométrie 
de masse (Roux et al., 2012). Cette méthode permet d'identifier les protéines qui 
interagissent de manière directe, indirecte ou transitoire avec une protéine d’intérêt. 
Premièrement, nous avons démontré que l'enzyme mutée BirA* (mutation R118G) perd 
sa spécificité et biotinyle les protéines avoisinantes chez la levure. Ensuite, nous avons 
démontré que le patron de biotinylation de la protéine de fusion BirA*H2A.Z diffère des 
patrons de BirA* et du contrôle BirA*EGFP. Puisque BirA* et BirA*EGFP devraient 
présenter des localisations cytoplasmiques alors que BirA*H2A.Z devrait avoir une 
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localisation nucléaire, il est attendu que ces protéines interagissent avec différents des 
ensembles de protéines résultant en différents patrons de biotinylation. De plus, nous 
avons démontré que la fusion BirA*H2A.Z est incorporée dans la chromatine et qu'elle 
montre le même patron de distribution que H2A.Z au niveau du locus DAL5. Également, 
le niveau de biotinylation augmente constamment en parallèle avec le temps d'exposition 
à la biotine ainsi qu'avec l’augmentation de la concentration de biotine. Finalement, nous 
avons procédé à l'optimisation des étapes subséquentes, soient l'extraction des protéines 
totales et la purification des protéines biotinylées, mais l'optimisation de ces étapes chez 
la levure n'est pas encore au point. Nous avons vérifié l'efficacité de la purification des 
protéines biotinylées grâce aux billes couplées à la streptavidine et nous avons réalisé une 
analyse par spectrométrie de masse en duplicata pour les intéractomes de la protéine 
BirA*H2A.Z et BirA*EGFP afin d'identifier les protéines biotinylées et purifiées. 
L'analyse des données de la spectrométrie de masse a révélé que nos protéines d'intérêt 
ont été identifiées seulement dans leurs échantillons respectifs, indiquant par exemple que 
BirA*EGFP a respecté sa localisation cytoplasmique et que H2A.Z n'a pas été identifié 
dans son intéractome. Malheureusement, une quantité insuffisante de protéines ont été 
identifiées pour considérer notre essai de spectrométrie de masse valide. La protéine GFP 
a été identifiée 12 fois dans notre essai de spectrométrie de masse (peptide count = 12 
pour n=1 et n=2) et la protéine H2A.Z a été identifiée seulement 5 fois (peptide count =5) 
alors que normalement on recherche une identification d'environ 30 fois ou plus de notre 
protéine d'intérêt. Donc, ces résultats indiquent que nous n'avions pas suffisamment de 
protéines suite à la purification des protéines biotinylées. Nous avons démontré que 
toutes les étapes de l'application de la méthode BioID fonctionne jusqu'à l'identification 
des protéines biotinylées par spectrométrie de masse. Dans un avenir rapproché, il serait 
possible d'optimiser davantage le protocole de BioID afin d'identifier les protéines 
interagissant avec le nucléosome contenant H2A.Z.  
 
 
 152 
 
En somme, les travaux présentés dans ce mémoire apportent une compréhension 
améliorée de la biologie de H2A.Z, plus spécifiquement de la fonction de sa région C-
terminale. Notre étude permet un rapprochement entre la localisation de H2A.Z aux 
promoteurs et son implication dans la régulation de la transcription et accorde à la région 
C-terminale de H2A.Z un rôle transcriptionnel global chez la levure.  
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CHAPITRE 6 
PERSPECTIVES 
 
 
 
Notre étude sur le domaine d'amarrage dans la région C-terminale de H2A.Z a permis 
d'adresser d'importantes questions concernant la biologie de H2A.Z et les résultats 
obtenus entraînent plusieurs avenues d'exploration qu'il serait intéressant d'investiguer.  
 
 
Premièrement, nos travaux se basent sur l'utilisation de protéines de fusion dérivées de 
H2A.Z dont la région C-terminale au complet a été remplacée par la région 
correspondante de H2A. Nous avons démontré que la fonction de localisation aux 
promoteurs ainsi que la fonction de régulation de la transcription de H2A.Z résident dans 
sa région C-terminale, mais il serait intéressant d'identifier les acides aminés de cette 
région qui sont essentiels à la fonction de H2A.Z. Maintenant que nous avons attribué un 
rôle en transcription au domaine d'amarrage entier de H2A.Z, il serait possible de réaliser 
des mutations ponctuelles de certains acides aminés clés, par exemple les acides aminés 
qui divergent entre les séquences des domaines d'amarrage de H2A.Z et H2A, et vérifier 
l'effet des mutations sur la fonction de H2A.Z. Il serait également possible d'utiliser un 
système inverse à celui utilisé dans cette étude, soit de considérer la séquence de l'histone 
canonique H2A comme référence et modifier sa séquence pour en analyser les effets. Par 
exemple, il serait possible d'induire des mutations ponctuelles dans la région C-terminale 
de H2A et vérifier s'il est possible d'obtenir un phénotype similaire à celui de H2A.Z. 
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En deuxième lieu, nous avons démontré que le remplacement de la région C-terminale de 
H2A.Z par la région correspondante de H2A entraîne une diminution de l'incorporation 
de ZA aux promoteurs et que cette diminution est indépendante du complexe SWR1-C. Il 
est possible que le complexe SWR1-C incorpore ZA dans la chromatine de manière 
efficace, mais que le dimère ZA/H2B se dissocie rapidement du à un affaiblissement des 
interactions avec les autres histones, ce qui mènerait à une diminution de la présence de 
ZA dans les nucléosomes des promoteurs. Wang et al. (2011) ont démontré que la 
troncation de la région C-terminale de H2A.Z d'aussi peu que 10 acides aminés 
occasionne une diminution de l'incorporation du variant d'histone dans la chromatine, 
mais la liaison des protéines tronquées en C-terminal au complexe SWR1 est conservée. 
Par contre, ils ont démontré que la troncation de la région C-terminale de H2A.Z jusqu'à 
l'acide aminé 104 dans la région M6 occasionne la perte de l'interaction avec le complexe 
SWR1 ainsi qu'avec l'histone H2B. Puisque les différents degrés de troncation de la 
région C-terminale de H2A.Z semblent avoir des effets différents sur la liaison de H2A.Z 
à SWR1-C et sur son niveau d'incorporation de H2A.Z dans la chromatine, nous 
suggérons que la liaison de H2A.Z au complexe SWR1 et son incorporation dans la 
chromatine pourraient constituer deux évènements indépendants. Il serait intéressant 
d'étudier l'implication des différentes régions du C-terminal de H2A.Z et les rôles 
distincts que pourraient jouer les acides aminés dans la liaison à SWR1-C et dans 
l'incorporation dans la chromatine. Dans notre modèle, il serait intéressant de vérifier la 
capacité de liaison des protéines chimères au complexe SWR1 en réalisant des essais de 
co-immunoprécipitations de différentes sous-unités du complexe SWR1 avec H2A.Z, ZA 
et ZA-rII'.  
 
 
En plus de la liaison de H2A.Z avec le complexe SWR1-C, plusieurs interactions clés 
avec les nucléosomes contenant H2A.Z semblent essentielles à la fonction de H2A.Z. 
Afin de déterminer par quels mécanismes précis H2A.Z régule la transcription, il serait 
important d'identifier les partenaires d'interaction directs avec la région C-terminale de 
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H2A.Z. C'est dans ce but que nous avons appliqué la méthode BioID chez la levure et que 
nous prévoyons de continuer l'optimisation de la purification des protéines biotinylées et 
l'identification par spectrométrie de masse. Une fois le protocole optimisé, nous pourrons 
analyser les protéines interactrices, par exemple en les selon leur localisation et leur 
fonction. La localisation nucléaire des interacteurs potentiels peut être adressée par 
microscopie à fluorescence ou plus précisément par co-immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP). Aussi, il est possible de séparer les interacteurs selon leur fonction, 
par exemple en identifiant les protéines associées à la réparation des dommages à l'ADN, 
à la transcription ou au remodelage de la chromatine. Ensuite, dans les catégories, il est 
possible de sélectionner les protéines avec la plus haute abondance, indiquant 
probablement un interacteur potentiel important avec la protéine d’intérêt. Il est possible 
que des protéines non caractérisées à ce jour et interagissant avec H2A.Z soient 
identifiées par la spectrométrie de masse. Une caractérisation de ces protéines 
impliquerait une vérification de leur localisation cellulaire et de leur colocalisation avec 
H2A.Z aux promoteurs par ChIP-qPCR. Le mode de liaison d'une protéine non 
caractérisée aux nucléosomes ainsi que sa spécificité pour les nucléosomes contenant 
H2A.Z pourraient être adressés par des expériences de co-précipitations et par 
modélisation de la structure 3D. De plus, l'analyse de la séquence de ces interacteurs non 
caractérisés permettrait d'identifier des motifs de séquence indiquant de potentielles 
fonctions biologiques. Finalement, il est possible de sélectionner des interacteurs avec un 
haut niveau de confiance en combinant la méthode BioID avec une technique alternative 
de protéomique quantitative, telle que le SILAC (Chen et al., 2015) ou le SWATH (Gillet 
et al., 2012).  
 
 
En plus de son rôle dans la régulation de la transcription génique, il a été démontré que 
H2A.Z est impliqué dans plusieurs autres processus biologiques et que ce variant joue 
différents rôles selon les espèces. En plus de sa localisation dans les régions promotrices, 
 156 
 
nous avons démontré que H2A.Z est localisé à d'autres éléments particuliers des 
chromosomes ainsi qu'à d'autres éléments transcrits. De manière intéressante, la 
modification de la région C-terminale affectait les patrons d'enrichissement de H2A.Z à 
la plupart de ces éléments chromosomiques. Le patron d'enrichissement de H2A.Z autour 
des centromères et des origines de réplication change lorsque sa région C-terminale est 
modifiée. Il est possible que les rôles de H2A.Z dans la ségrégation des chromosomes et 
dans la réplication de l'ADN soient liés à sa région C-terminale. Il serait intéressant 
d'étudier l'implication de la région C-terminale de H2A.Z dans le bon fonctionnement de 
la ségrégation des chromosomes et dans la réplication de l'ADN en ce qui concerne son 
effet sur la structure locale de la chromatine et/ou le potentiel recrutement de protéines 
effectrices. De plus, nous avons montré que H2A.Z est enrichi au site d'initiation de la 
transcription des gènes HZAD, des gènes codant des ARNt et des petits ARN nucléaires, 
et que ces patrons d'enrichissement changent également lorsque la région C-terminale de 
H2A.Z est modifiée. Nos résultats suggèrent que le rôle de la région C-terminale de 
H2A.Z en transcription n'est pas seulement limité aux gènes transcrits par l'ARN 
polymérase II, mais s'applique également aux gènes transcrits par l'ARN polymérase III. 
À partir des résultats obtenus dans cette étude, il serait intéressant d'étudier l'implication 
de la région C-terminale dans les divers rôles de H2A.Z et comment la fonction de 
H2A.Z est liée à sa diversité de localisation génomique.  
 
 
Finalement, nous avons démontré que les gènes associés à H2A.Z sont impliqués dans 
différents processus biologiques, tels que la transcription, le cycle cellulaire, la réparation 
des dommages à l'ADN, le silençage de la chromatine et l'épissage des ARN. La 
modification de la région C-terminale de H2A.Z affecte l'expression de gènes non 
essentiels et essentiels impliqués dans ces processus. Il serait intéressant de réaliser un 
séquençage de l'ARN à haut débit (RNA-seq) afin de comparer les transcriptomes des 
souches htz1Δ complémentées par H2A.Z, ZA ou ZA-rII' et d'étudier l'implication de la 
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région C-terminale de H2A.Z dans la régulation transcriptionnelle de la cellule. De plus, 
nous avons observé que la modification de la région C-terminale de H2A.Z affecte 
l'expression de plusieurs gènes de manière positive ou négative. Il serait intéressant 
d'investiguer les effets d'une telle augmentation ou diminution de l'expression de certains 
gènes sur le déroulement des différents processus biologiques, et ultimement, sur le 
fonctionnement global de la cellule. De manière similaire aux autres histones, il a été 
démontré qu'une dérégulation de H2A.Z pouvait être impliquée dans le développement de 
certains cancers. Par exemple, une surexpression de H2A.Z facilite l'activation des gènes 
cibles de l'oestrogène et est associée à un stade métastasique du cancer du sein 
(Rangasamy, 2010 et Svotelis et al., 2010). Une expression réduite de H2A.Z est associée 
à l'instabilité génomique et au développement du cancer du côlon (Dunican et al., 2002). 
Dans cette étude, nous démontrons que la modification de la région C-terminale de 
H2A.Z entraîne des changements d'expression génique pouvant affecter plusieurs 
processus biologiques. De plus, certains gènes testés dans cette étude possèdent des 
homologues chez l'humain dont la dérégulation de l'expression a été associée à différentes 
maladies humaines. Nous proposons que la modification de la région C-terminale de 
H2A.Z puisse entraîner une structure aberrante de la chromatine au niveau des 
promoteurs et déréguler l'expression des gènes pouvant conduire à des effets cellulaires 
anormaux. Il serait intéressant d'étudier le potentiel rôle transcriptionnel de la région C-
terminal de H2A.Z dans le débalancement de l'expression génique affectant certains 
processus biologiques importants et l'éventuel développement de maladies chez l'humain. 
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